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1. RÉSUMÉ 
Contribution de la protéase mastocytaire de type 4 (mMCP-4) dans un modèle 
d’encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE) chez la souris 
Par 
Louisane Desbiens 
Programmes de pharmacologie 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en pharmacologie, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurodégénérative affectant 
particulièrement les femmes entre 20 et 45 ans. Des études ont montré que la SEP comporte 
une composante vasculaire associée à une infiltration lymphocytaire et mastocytaire au 
niveau du système nerveux central (SNC). De plus il a été montré que les patients atteints de 
SEP présentent un taux plasmatique d’endothéline-1 (ET-1) élevé. Nous avons rapporté que 
la chymase murine mMCP-4, une protéase contenue dans les granules de sécrétion des 
mastocytes, était impliquée dans la voie de synthèse de l’ET-1. Des études ont suggéré que 
les mastocytes étaient impliqués dans les phases inflammatoires se produisant au cours du 
développement de l’encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE), un modèle animal 
nous permettant de reproduire, chez la souris, les signes cliniques, histologiques et 
immunologiques que l’on retrouve chez les patients atteints de SEP.  
Le but principal de l’étude était donc de montrer l’impact de la mMCP-4 knockout 
(KO) et de mesurer l’activité de cette enzyme dans la réponse hémodynamique à la 
big-Endothéline-1 (big-ET-1) dans la phase inflammatoire précoce de l’EAE chez la souris 
consciente. 
Nous avons donc pu montrer que la mMCP-4 KO permettait de retarder l’apparition 
des premiers signes cliniques pathologiques chez nos souris soumises à l’EAE. Cette 
amélioration des fonctions neuromotrices est associée à une régression des lésions spinales, 
soit une plus grande quantité de myéline ainsi qu’une astrogliose et une microgliose moins 
importante. Nous avons constaté que, chez les souris de type sauvage, l’apparition des 
premiers symptômes s’accompagne d’une élévation des niveaux d’ET-1 cérébral endogène 
et de l’ARNmessager (ARNm) de la mMCP-4 cérébral ainsi qu’une potentialisation de la 
réponse pressive induite par l’administration centrale ou systémique de big-ET-1. L’étude 
de l’activité chymase-dépendante in vitro nous a permis de voir une réduction de cette 
activité dans les extraits mastocytaires et cérébraux des souris de type sauvage, mais pas dans 
les extraits pulmonaires. Chez les souris mMCP-4 KO, nous n’obtenons pas d’élévation des 
taux endogènes d’ET-1 ni de changement de l’activité chymase évaluée in vitro et in vivo. 
Toutefois nous observons chez ces souris un taux sérique de TNF-α plus élevé de même 
qu’une augmentation de l’ARNm pulmonaire de l’IL-33 et de la prépro-ET-1 en phase 
précoce de l’EAE. 
Nous pouvons donc conclure que l’activité mMCP-4 est augmentée au niveau central 
et systémique au moment de la phase inflammatoire précoce chez la souris soumise à l’EAE. 
Nous suggérons que l’effet protecteur observé chez les souris mMCP-4 KO se produit par 
un mécanisme dépendant du TNF-α qui mène à une élévation de l’expression de la cytokine 
IL-33 au niveau pulmonaire. 
Mots clés : chymase, ET-1, EAE, souris conscientes 
iv 
 
2. TABLE DES MATIÈRES 
1. RÉSUMÉ ............................................................................................................... iii 
3. LISTE DES TABLEAUX ..................................................................................... ix 
4. LISTE DES FIGURES ............................................................................................x 
5. LISTE DES ABRÉVIATIONS ............................................................................ xii 
6. REMERCIEMENTS ............................................................................................ xiv 
7. INTRODUCTION ...................................................................................................1 
7.1 MISE EN CONTEXTE DE LA PRÉSENTE ÉTUDE ............................................1 
7.2 LA SCLÉROSE EN PLAQUES ..............................................................................2 
7.2.1 Description de la pathologie chez l’Homme ........................................................2 
7.2.1.1 Prévalence, incidence, signes cliniques (symptômes), formes ..................2 
7.2.1.2 Étiologie de la SEP ..................................................................................11 
7.2.1.3 Physiopathologie .....................................................................................12 
7.2.1.3.1 Les cellules immunitaires dans la SEP ...................................................12 
7.2.1.3.2 Les cellules gliales dans la SEP .............................................................15 
7.2.1.4 Les mastocytes ........................................................................................16 
7.2.1.4.1 La maturation, l’activation et la dégranulation des mastocytes .............16 
7.2.1.4.2 Les sous-types de mastocytes .................................................................19 
7.2.1.4.3 Rôles physiologiques et pathologiques des mastocytes .........................20 
7.2.1.4.4 Les mastocytes dans le SNC ..................................................................20 
7.2.1.4.5 Les mastocytes dans la SEP ...................................................................21 
7.2.1.4.6 La chymase et l’endothéline-1................................................................26 
7.2.2 Traitements de la SEP ........................................................................................30 
7.2.3 Modèle animal : l’encéphalopathie auto-immune expérimentale ......................31 
7.3 Les cellules gliales .................................................................................................32 
7.3.1 Astrocytes ...........................................................................................................33 
7.3.1.1 Les sous-types d’astrocytes .....................................................................33 
7.3.1.2 Les rôles physiologiques des astrocytes ..................................................33 
7.3.1.3 L’organisation cellulaire : le syncytium et ses fonctions ........................35 
7.3.2 Cellules microgliales ..........................................................................................37 
7.3.2.1 Rôles physiologiques des cellules microgliales ......................................37 
v 
 
7.3.3 Oligodendrocytes ................................................................................................40 
7.3.3.1 La genèse des oligodendrocytes ..............................................................40 
7.3.3.2 La migration des cellules progénitrices des oligodendrocytes OPCs ......41 
7.3.3.3 La maturation des OPCs en oligodendrocytes myélinisants ...................42 
7.3.3.4 Le rôle de support trophique des oligodendrocytes aux neurones ..........42 
7.3.3.5 Myéline ....................................................................................................45 
7.4 Le système nerveux autonome ...............................................................................47 
7.4.1 « Anatomie » des systèmes sympathique et parasympathique (Marieb, 2005) ..47 
7.4.1.1 Anatomie et morphologie du SNA ..........................................................48 
7.4.1.2 Pharmacologie du SNA ...........................................................................49 
7.4.1.3 Rôles physiologiques au niveau du système cardiovasculaire ................52 
7.4.2 Implication de l’axe endothélinergique dans le contrôle autonomique ..............53 
7.4.3 Effets de l’administration centrale d’ET-1 .........................................................55 
7.4.3.1 Effets cardiovasculaires de l’administration centrale d’ET-1 .................55 
7.4.3.2 Facteurs à considérer pour l’étude de la réponse cardiovasculaire à 
l’administration centrale d’ET-1 ................................................................................56 
7.4.3.3 Administration centrale (i.t.c.) chez la souris ..........................................58 
7.5 Rôles de l’interleukine 33 (IL-33) dans la SEP .....................................................58 
7.5.1 Présentation de l’IL-33 .......................................................................................59 
7.5.2 Les récepteurs de l’IL-33....................................................................................62 
7.5.3 Rôles en conditions normales et pathologiques de l’IL-33 ................................64 
7.5.4 L’IL-33 dans le SNC ..........................................................................................66 
7.5.5 Contribution de l’IL-33 dans les maladies neurodégénératives .........................66 
7.6 Le TNF-α ...............................................................................................................67 
8. QUESTION PRINCIPALE ...................................................................................71 
9. HYPOTHÈSE UNIFICATRICE ...........................................................................71 
10. BUT DE L’ÉTUDE ...............................................................................................71 
11. OBJECTIFS SPÉCIFIQUES .................................................................................71 
12. ARTICLE 1 ...........................................................................................................72 
12.1 Titre ........................................................................................................................72 
12.2 Auteurs de l’article .................................................................................................72 
12.3 Statut de l’article ....................................................................................................72 
vi 
 
12.4 Avant-propos ..........................................................................................................72 
12.5 Résumé en français ................................................................................................74 
12.6 Manuscrit original ..................................................................................................75 
12.6.1 Abstract ..............................................................................................................76 
12.6.2 Introduction ........................................................................................................77 
12.6.3 Material and methods .........................................................................................79 
12.6.3.1 Mice .........................................................................................................79 
12.6.3.2 Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) ..............................79 
12.6.3.3 Histopathology ........................................................................................80 
12.6.3.4 Histology stains .......................................................................................80 
12.6.3.4.1 Toluidine blue (mast cells) .................................................................80 
12.6.3.4.2 Luxol fast blue (myelin) ......................................................................81 
12.6.3.4.3 Immunofluorescence for Iba1 (microglia) and GFAP (astrocytes) ...81 
12.6.3.5 Measurement of endogenous brain ET-1 levels ......................................82 
12.6.3.6 Measurement of spinal cord endogenous Interferon-gamma (IFNγ) 
levels 82 
12.6.3.7 RNA extraction and quantitative RT-PCR ...............................................82 
12.6.3.8 Statistical analysis ...................................................................................83 
12.6.4 Results ................................................................................................................84 
12.6.4.1 Reduced impact of EAE in mMCP-4 KO mice when compared to 
WT congeners. ..........................................................................................................84 
12.6.4.2 mMCP-4 KO mice demonstrate lower percentage of reactive gliosis 
after EAE. .................................................................................................................87 
12.6.4.3 mMCP-4 KO mice show higher levels of spinal cord myelin. ...........91 
12.6.4.4 EAE increases brain mMCP-4 mRNA and ET-1 levels in WT 
mice. 94 
12.6.4.5 EAE increases IFNγ levels in thoracic spinal cords. ..........................94 
12.6.5 Discussion ..........................................................................................................96 
12.6.6 Acknowledgements ............................................................................................99 
12.6.7 Conflict of interests ..........................................................................................100 
12.6.8 References ........................................................................................................101 
12.6.9 Supplements .....................................................................................................105 
12.6.9.1 Supplementary Methods ........................................................................105 
vii 
 
12.6.9.2 Supplementary Table 1 and Figure 1 ....................................................106 
13. ARTICLE 2 .........................................................................................................108 
13.1 Titre ......................................................................................................................108 
13.2 Auteurs de l’article ...............................................................................................108 
13.3 Statut de l’article ..................................................................................................108 
13.4 Avant-propos ........................................................................................................108 
13.5 Résumé en français ..............................................................................................110 
13.6 Manuscrit original ................................................................................................111 
13.6.1 Abstract ............................................................................................................112 
13.6.2 Introduction ......................................................................................................113 
13.6.3 Material and methods .......................................................................................116 
13.6.3.1 Mice .......................................................................................................116 
13.6.3.2 Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) ............................116 
13.6.3.3 RNA extraction and quantitative RT-PCR .............................................117 
13.6.3.4 Hemodynamic studies in conscious mice ..............................................119 
13.6.3.5 Measurement of brain and lung endogenous TNF-α.............................120 
13.6.3.6 Peritoneal mast cells isolation ..............................................................120 
13.6.3.7 Cerebral protein extraction ...................................................................121 
13.6.3.8 Pulmonary protein extraction ...............................................................121 
13.6.3.9 Measure of chymase enzymatic activity ................................................121 
13.6.3.10 Statistical analysis .................................................................................122 
13.6.4 Results ..............................................................................................................123 
13.6.4.1 In vivo response to endothelin peptides in conscious mice ...............123 
13.6.4.2 Enzymatic activity in peritoneal mast cells, brain and lung ............127 
13.6.4.3 Relative mRNA expression of endothelinergic system 
components .............................................................................................................129 
13.6.4.4 Relative mRNA expression of IL-33 ..................................................130 
13.6.4.5 Quantification of TNF-α level ............................................................132 
13.6.5 Discussion ........................................................................................................134 
13.6.6 Acknowledgements ..........................................................................................138 
13.6.7 Authorship contributions ..................................................................................139 
13.6.8 Conflict of interest ............................................................................................140 
viii 
 
13.6.9 References ........................................................................................................141 
14. DISCUSSION ......................................................................................................147 
14.1 Résumé des principaux résultats ..........................................................................147 
14.2 Validation de l’hypothèse principale ...................................................................147 
14.3 Originalité de cette étude .....................................................................................148 
14.4 Effets de la délétion génétique de la mMCP-4 dans le développement de 
l’EAE ...................................................................................................................150 
14.5 Effets périphériques versus centraux ...................................................................151 
14.6 Rôle de l’IL-33 dans notre modèle ......................................................................153 
14.7 Rôle du TNF-α dans notre modèle .......................................................................154 
14.8 Comparatif des souris EAE délestées en mastocytes versus mMCP-4 KO .........155 
14.8.1 Avantages du KO .............................................................................................155 
14.8.2 Limitation de la répression monogénique de la mMCP-4 ................................156 
14.9 Avantages de mesurer l’activité chymase-dépendante chez la souris consciente 
saine et en EAE ....................................................................................................156 
14.10 Limites de la présente étude .................................................................................157 
15. CONCLUSIONS GÉNÉRALES .........................................................................161 
16. PERSPECTIVES .................................................................................................164 
17. LISTE DES RÉFÉRENCES ................................................................................166 
18. LISTE DES PUBLICATIONS ............................................................................218 
18.1 Publications ..........................................................................................................218 
18.1.1 Articles composants la thèse ............................................................................218 
18.1.2 Contribution à d’autres articles de recherche ...................................................218 
18.1.3 Chapitre de volume ..........................................................................................219 
18.1.4 Revue sur invitation ..........................................................................................219 
18.2 Présentations orales ..............................................................................................219 
18.3 Présentations par affiche ......................................................................................219 
19. ANNEXE 1 ..........................................................................................................221 
20. ANNEXE 2 ..........................................................................................................222 
21. ANNEXE 3 ..........................................................................................................227 
 
ix 
 
3. LISTE DES TABLEAUX 
Tableau 1 : Rôles attribués aux mastocytes dans la SEP et dans le modèle animal EAE. .. 25 
Tableau 2: Tableau supplémentaire 1 de Desbiens et al. (2016). ...................................... 106 
 
x 
 
4. LISTE DES FIGURES 
Figure 1 : Prévalence mondiale de la SEP. ............................................................................ 3 
Figure 2 : Symptômes principaux de la SEP. ........................................................................ 5 
Figure 3 : Pourcentages des patients atteints de SEP selon le sexe et la forme de la maladie 
qu'ils présentent. ...................................................................................................... 7 
Figure 4 : Formes de la SEP. ............................................................................................... 10 
Figure 5: Schématisation de l'implication bénéfique ou délétère des différents sous-types de 
cellules immunitaires impliquées dans la SEP et son modèle animal, l'EAE. ...... 14 
Figure 6 : Représentation schématique des récepteurs les plus connus pouvant activer les 
mastocytes chez l'Homme. .................................................................................... 18 
Figure 7 : Schématisation des rôles potentiels des mastocytes dans des pathologies 
neurologiques comme la SEP. ............................................................................... 23 
Figure 8 : Schématisation des voies de maturation de l'ET-1. ............................................. 29 
Figure 9 : Représentation schématique des rôles physiologiques des astrocytes. ............... 36 
Figure 10 : Rôles physiologiques décrits pour les cellules microgliales en phase 
développementale du SNC et en phase « adulte ». ................................................ 39 
Figure 11 : Schéma récapitulatif de l'implication des oligodendrocytes dans le support 
métabolique offert aux neurones. .......................................................................... 44 
Figure 12 : Comparaison entre le système nerveux somatique et le système nerveux 
autonome. .............................................................................................................. 51 
Figure 13 : Mécanismes proposés pour l'augmentation de l'activité de l'IL-33. .................. 61 
Figure 14 : Signalisation et régulation négative de la signalisation de l'IL-33. ................... 63 
Figure 15 : Rôles de la signalisation induite par l'IL-33 dans la réponse immunitaire. ...... 65 
Figure 16: Les voies de signalisation et rôles bioactifs des récepteurs du TNF-α. ............. 70 
Figure 17 : Figure 1 de Desbiens et al. (2016). ................................................................... 85 
Figure 18 : Figure 2 de Desbiens et al. (2016). ................................................................... 86 
Figure 19 : Figure 3a de Desbiens et al. (2016). ................................................................. 88 
Figure 20 : Figure 3b de Desbiens et al. (2016). ................................................................. 89 
Figure 21 : Figure 4 de Desbiens et al. (2016). ................................................................... 90 
Figure 22 : Figure 5 de Desbiens et al. (2016). ................................................................... 92 
Figure 23 : Figure 6 de Desbiens et al. (2016). ................................................................... 93 
Figure 24 : Figure 7 de Desbiens et al. (2016). ................................................................... 95 
Figure 25 : Figure supplémentaire 1 de Desbiens et al. (2016). ........................................ 107 
Figure 26 : Figure 1 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. ............................................. 125 
Figure 27 : Figure 2 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. ............................................. 126 
Figure 28 : Figure 3 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. ............................................. 128 
Figure 29 : Figure 4 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. ............................................. 131 
Figure 30 : Figure 5 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. ............................................. 133 
Figure 31 : Schéma récapitulatif de la thèse. ..................................................................... 163 
Figure 32 : Schématisation des scores cliniques utilisés pour l'évaluation de la progression 
de l’EAE chez les souris. ..................................................................................... 221 
Figure 33 : Représentation de l’implantation chirurgicale d’une puce TA11PA-C10 dans la 
crosse aortique d’une souris. ............................................................................... 224 
xi 
 
Figure 34 : Effets cardiovasculaires de l'administration de doses croissantes exogènes d'ET-1 
chez les souris conscientes (cercles fermés) et chez les souris anesthésiées (carrés 
ouverts). ............................................................................................................... 226 
Figure 35 : Représentation moléculaire du TY-51469 et identification de ses fonctions 
physico-chimiques. .............................................................................................. 228 
Figure 36 : Effet d'un traitement avec un inhibiteur des chymases, le TY-51469, administré 
par voie intrapéritonéale à raison d’une dose de 10 mg/kg deux fois par jour chez la 
souris de type sauvage ......................................................................................... 230 
Figure 37 : Effet d'un traitement avec un inhibiteur des chymases, le TY-51469, administré 
par voie intrathécale à raison d’une dose de 1 mg/souris à tous les trois jours chez 
la souris de type sauvage ..................................................................................... 231 
 
xii 
 
5. LISTE DES ABRÉVIATIONS 
ARNm acide ribonucléique messager 
ATP adénosine triphosphate  
big-ET-1 big-endothéline-1 
BHE barrière hémato-encéphalique 
BMMC bone marrow mast cell  
CFA adjuvant complet de Freund 
CMH complexe majeur d’histocompatibilité 
CTMC mastocyte du tissu conjonctif 
Cx connexine  
CXCL C-X-C motif chemokine ligand 
DMNV noyau moteur dorsal du nerf vague 
dorsal moter nucleus of the vagus nerve  
EAE encéphalopathie auto-immune expérimentale 
ECE enzyme de conversion de l’endothéline 
ED50 dose effectrice médiane 
ET-1  endothéline-1 
FGF-2  basic fibroblast growth factor 
GFAP glial fibrillary acidic protein 
GLUT1 transporteur de glucose 1 
GPCR récepteur couplé aux protéines G 
i.c. intra-cisternale 
i.c.v.  intra-cérébro-ventriculaire 
i.t.c.  intrathécale 
Iba1 ionized calcium binding adaptor molecule 1 
IL  interleukine 
INF-γ interféron-gamma 
IRM imagerie par résonnance magnétique 
KO knock out 
MAPK mitogen-activated protein kinase 
MBP myelin basic protein 
MCT1 monocarboxylate tranporter 1 
MMC mastocyte des tissus muqueux  
mMCP mouse mast cell protease  
MOG glycoprotéine oligodendrocytaire de la myéline 
myelin oligodendrocyte glycoprotein 
NEP endopeptidase neutre 24.11 (néprilysine) 
NF-HEV nuclear factor from high endothelial venules 
NF-κB nuclear factor κB 
NMDA récepteur acide N-méthyl-D-aspartique 
NTS noyau du tractus solitaire 
nucleus tractus solitarius  
OPCs cellules progénitrices des oligodendrocytes 
  
PAG substance grise périaquéductale 
xiii 
 
periaqueductal grey 
PAM pression artérielle moyenne 
PDGF-AA platelet growth factor AA 
PI3K phosphoinositide 3-kinase 
PLP proteolipid protein 
PPMS  sclérose en plaques progressive primaire 
primary progressive multiple sclerosis 
PRMS sclérose en plaques progressive récurente 
progressive remitting multiple sclerosis 
RC rythme cardiaque 
RRMS sclérose en plaques poussée-rémission 
relapse-remitting multiple sclerosis 
RVLM  médulla ventro-latérale rostrale 
rostral ventrolateral medulla  
SCI  syndrome clinique isolé 
SCF stem cell factor 
SEP  sclérose en plaques 
SHH  sonic hedgehog 
SNA  système nerveux autonome 
SNC système nerveux central 
SPMS sclérose en plaques progressive secondaire 
secondary progressive multiple sclerosis 
SVZ zone sous-ventriculaire  
subventricular zone   
TGF-β facteur de croissance transformant β  
transforming growth factor  
Th lymphocyte T auxiliaire 
T helper cell 
TNF-α facteur de nécrose tumorale α 
tumor necrosis factor α 
TNFR récepteur du facteur de nécrose tumorale 
tumor necrosis factor receptor 
Treg lymphocyte T régulateur 
VSM surface ventrale de la médulla oblongata 
ventral surface of the medulla oblongata  
  
  
  
xiv 
 
6. REMERCIEMENTS 
En tout premier lieu, je voudrais remercier le Pr Pedro D’Orléans-Juste pour avoir cru 
en mes capacités et m’avoir accueillie dans son laboratoire de recherche. Son encadrement 
m’a permis de me réaliser en tant que scientifique et il a largement contribué à mon 
développement intellectuel ainsi qu’à accroître mon esprit critique et analytique. 
J’aimerais également remercier le Pr Denis Gris et son étudiante au doctorat Marjan 
Gharagozloo qui ont permis, grâce à leur expertise en EAE, de rendre possible ce projet de 
recherche. De même que le Pr Louis Gendron pour son aide avec le volet injection 
intrathécale sans qui il n’aurait pas été possible de réaliser la deuxième partie de mon projet 
de recherche.  
Merci également à mes collègues de travail : Catherine Lapointe, Hanène Touil et 
Laurence Vincent. Leur aide avec les expérimentations m’a été bien utile et leur simple 
présence dans le laboratoire a contribué à rendre l’ambiance de travail fort agréable.  
Un merci beaucoup moins scientifique à mes parents, Claire & Mario, ainsi qu’à ma 
sœur Natacha et à mes neveux Charle et Maxime. Une mention spéciale aussi à mon père 
pour son aide avec la création artistique des schémas des scores cliniques et du récapitulatif 
présentés dans cette thèse. Merci également à ma très chère amie Laetiscia qui a toujours été 
là pour me supporter moralement malgré les bas rencontrés lors de la réalisation de mon 
doctorat. 
Finalement, je voudrais remercier les Prs Réjean Couture, Alain Frigon, Klaus Klarskov 
et Pedro D’Orléans-Juste pour avoir accepté de lire, commenter et corriger ma thèse.  
  
 
 
7. INTRODUCTION 
7.1 MISE EN CONTEXTE DE LA PRÉSENTE ÉTUDE 
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurodégénérative qui demeure à ce jour 
incurable. L’étiologie de cette pathologie n’est en effet toujours pas bien comprise. On 
retrouve, toutefois, de nombreux consensus dans la littérature, comme l’implication des 
cellules immunitaires en interactions complexes avec les cellules gliales et les neurones dans 
des conditions inflammatoires. Dans un contexte d’évènements physiopathologiques très 
complexes, des études contradictoires concernant l’implication des mastocytes dans cette 
maladie ont été publiées. De plus, la SEP a été associée à plusieurs comorbidités 
cardiovasculaires liées à des altérations de la fonction cardiaque malgré une conservation de 
l’intégrité vasculaire et endothéliale. Certaines études ont montré une élévation des niveaux 
plasmatiques de l’endothéline-1 (ET-1) chez les patients atteints de la SEP. Ainsi dans le 
cadre de mon doctorat, nous nous sommes intéressés à l’implication d’une protéase 
mastocytaire, soit la mMCP-4 qui se trouve être l’homologue murin de la chymase humaine 
en termes d’activité enzymatique et de localisation cellulaire, dans le développement de la 
pathologie dans un modèle de souris de SEP. Ainsi dans notre modèle animal, nous avons 
étudié, grâce à la délétion génétique de notre enzyme d’intérêt, la progression de la maladie 
chez nos souris. Nous nous sommes également intéressés aux évènements cellulaires se 
produisant lors des premières phases de la pathologie. Ainsi nous avons procédé à 
l’évaluation du niveau de cellules microgliales et d’astrocytes actives suite à l’immunisation 
des souris, de même qu’au niveau de myéline spinale quantifiée chez nos deux groupes à 
l’étude, soit les souris de type sauvage et les souris mMCP-4 KO. La chymase mMCP-4 étant 
très bien démontrée dans le processus de maturation de l’ET-1, nous avons évalué les 
quantités de ce peptide retrouvé au niveau central. Finalement, étant donné les effets 
vasoconstricteurs important de l’ET-1 et les comorbidités cardiovasculaires décrites chez les 
patients atteints de SEP, nous avons aussi exploré l’impact de cette maladie au niveau des 
paramètres cardiovasculaires chez la souris consciente.  
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7.2 LA SCLÉROSE EN PLAQUES 
7.2.1 Description de la pathologie chez l’Homme 
7.2.1.1 Prévalence, incidence, signes cliniques (symptômes), formes 
La SEP est un désordre neurodégénératif auto-immun. Selon une étude menée par 
Statistique Canada entre 2009 et 2013, près de 100000 Canadiens(ne)s sont atteints de cette 
pathologie (Bray, et al., 2014). Le Canada est le pays où il y a la plus grande prévalence de 
la SEP dans le monde (Figure 1) (Rosati, 2001; MSIF, 2013; Goodin, 2014; Leray, et al., 
2016; SCSP, 2018a). La SEP touche en moyenne 2 à 3 fois plus les femmes que les hommes 
(MSIF, 2013; Goodin, 2014) et est généralement diagnostiquée entre 20 et 45 ans (Goodin, 
2016), bien qu’elle se manifeste également chez des enfants ou des adultes de plus de 45 ans 
(SCSP, 2018a). 
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Figure 1 : Prévalence mondiale de la SEP.  
[Figure 11.3 de (Goodin, 2014) reproduite avec la permission].  
Les pays en bleu sur la carte représentent ceux pour lesquels la prévalence mondiale de la 
SEP est la plus importante avec plus de 90 malades / 100000 habitants, suivi des pays en 
rouge (entre 30 et 90 malades / 100000 habitants), en jaune (entre 10 et 30 malades / 100000 
habitants) et en bruns (moins de 10 malades / 100000 habitants). Les pays en blanc sur la 
carte sont ceux pour lesquels il n’y a pas de données disponibles.   
4 
 
Cette pathologie résulte d’une attaque et d’une destruction de la myéline entourant et 
protégeant les axones des neurones par les cellules immunitaires. Cette démyélinisation 
mène à un ralentissement ou à un blocage de la conduction saltatoire neuronale. Cette 
mauvaise conduction des influx nerveux dérègle la communication au niveau du système 
nerveux central (SNC), ce qui cause une pléthore de symptômes et de signes cliniques 
neurologiques (Figure 2) (Lublin, 2005; Huang, et al., 2016).  
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Figure 2 : Symptômes principaux de la SEP. 
Tiré du site internet : http://asprs.qc.ca/sclerose-en-plaques/symptomes/ 
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On distingue 5 formes de la maladie dont la distribution est inégale (Figure 3) : le 
syndrome clinique isolé (SCI), la sclérose en plaques récurrente-rémittente aussi appelée 
forme cyclique ou poussées-rémissions (relapsing-remitting multiple sclerosis : RRMS), la 
sclérose en plaques progressive secondaire (secondary progressive multiple sclerosis : 
SPMS), la sclérose en plaques progressive primaire (primary progressive multiple sclerosis : 
PPMS) et la sclérose en plaques progressive récurrente (progressive-relapsing multiple 
sclerosis : PRMS) (Koskie, 2018; SCSP, 2018b). 
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Figure 3 : Pourcentages des patients atteints de SEP selon le sexe et la forme de la maladie 
qu'ils présentent. 
[Figure 1 de (Ford, et al., 2012) provenant d’une source « open access » ne nécessitant pas 
de permission particulière pour la reproduction]. 
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 Le syndrome clinique isolé (SCI)  
Il s’agit de la forme précoce de la pathologie se définissant en un seul épisode dont les 
symptômes neurologiques s’apparentent à la SEP (Figure 4a). 
 La SEP récurrente-rémittente 
Cette forme, également connue sous forme cyclique (poussées-rémissions), est le type 
d’évolution de cette maladie la plus fréquente (60%) (Ford, et al., 2012). Elle est caractérisée 
par des poussées inflammatoires et immunitaires pouvant mener à l’apparition de nouveaux 
symptômes ou à l’aggravation de ceux préexistants. Ces poussées sont ensuite suivies de 
périodes de rémission complète ou partielle, c’est-à-dire une période où l’on observe une 
disparition ou une atténuation des symptômes neurologiques, de plus ou moins longue durée 
(Figure 4b).   
 La SEP progressive secondaire 
Généralement la forme RRMS évolue vers la forme progressive secondaire. Cette 
dernière se définit lorsque les cycles de poussées et de rémissions deviennent de moins en 
moins précis. Ainsi la maladie va suivre une progression continue qui peut parfois présenter 
des phases plateaux (Figure 4c et Figure 4d). L’évolution vers cette forme de SEP mène peu 
à peu à la perte des capacités neuromotrices des patients. Chez près de la moitié des 
personnes présentant la RRMS, l’aggravation des symptômes s’observera dans les dix à vingt 
ans suite au diagnostic. 
 La SEP progressive primaire 
On retrouve cette forme chez environ 10% des gens atteints de SEP. Celle-ci se 
caractérise par une accumulation continue d’incapacités, sans présenter de poussées à 
proprement parler. Les patients peuvent parfois présenter une stabilisation ou une brève 
amélioration, mais contrairement à la forme RRMS la SEP progressive primaire ne comporte 
pas de phase de rémission (Figure 4e et Figure 4f). 
 
9 
 
 La SEP progressive récurrente 
Il s’agit de la forme la plus rare de la SEP, seulement 5% des cas. Dans cette forme de 
la maladie, les patients voient une accumulation et une aggravation de leurs symptômes dès 
le diagnostic, mais présentent également des épisodes de poussées bien définis qui peuvent 
être suivis, ou pas, de rémissions (Figure 4g et Figure 4h).  
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 a)  b)  
c)  d)  
e)  f)  
g)  h)  
Figure 4 : Formes de la SEP. 
[tirées de (SCSP, 2018b)].  
a) SCI, b) SEP récurrente-rémittent, c) et d) SEP progressive secondaire, e) et f) SEP 
progressive primaire et g) et h) SEP progressive récurrente. 
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7.2.1.2 Étiologie de la SEP 
L’étiologie de la SEP n’est toujours pas connue. Toutefois, des évidences expérimentales 
ont mené à des consensus décrivant certains aspects de la physiopathologie. Ces consensus 
incluent l’implication des cellules immunitaires dans une réponse anormale visant le soi 
(d’où l’appellation auto-immunitaire), l’implication d’un environnement pro-inflammatoire 
au niveau du SNC (Huang, et al., 2016) ainsi qu’une altération des propriétés de la barrière 
hématoencéphalique (BHE) (D'Haeseleer, et al., 2011). Contrairement à plusieurs autres 
pathologies neurodégénératives, la SEP n’est pas le fait d’une mutation génétique, bien que 
certains variants génétiques puissent augmenter la susceptibilité d’une personne à développer 
la maladie (Sawcer, et al., 2014). Des facteurs environnementaux ont aussi été ciblés comme 
facteurs de risque pouvant augmenter la susceptibilité de développer la maladie. Ceux-ci 
incluent la latitude géographique du lieu de résidence (Koch-Henriksen et Sorensen, 2010), 
l’exposition au tabac (Hernan, et al., 2001; Riise, et al., 2003; Ascherio et Munger, 2007b), 
l’obésité (Munger, et al., 2009; Munger, et al., 2013), la composition du microbiote intestinal 
(Berer, et al., 2011; Berer, et al., 2017; Cekanaviciute, et al., 2017) et l’infection à certains 
virus (Ascherio et Munch, 2000; Sewell, et al., 2002; Ascherio et Munger, 2007a). Toutefois, 
les mécanismes par lesquels ces divers facteurs ont un impact sur le développement de la 
SEP demeurent inconnus.  
Pour le moment, le seul outil diagnostique fiable de la SEP est l’imagerie par résonance 
magnétique (IRM) (Rovira, et al., 2015; Traboulsee, et al., 2016). Les plaques de 
démyélinisation inflammatoire sont facilement visibles en IRM puisqu’il y a un changement 
de la perméabilité de la BHE dès les premières phases de développement de la maladie 
(Reich, et al., 2018). Les tendances actuelles mènent à l’utilisation de l’imagerie pour étudier 
la pathogenèse et la pathologie en général. En effet, l’IRM permet d’évaluer l’inflammation 
périvasculaire, le développement de lésions corticales et spinales, la perte et la régénération 
de la myéline, l’activation du système immunitaire inné, l’inflammation leptoméningée et 
les fonctions cognitives (Absinta, et al., 2016). La quantification des chaînes légères des 
neurofilaments au niveau du liquide céphalo-rachidien et sérique semble être prometteur 
pour la détermination des processus pathologiques axonaux (Kuhle, et al., 2016; Siller, et 
al., 2018) mais pour le moment aucun marqueur sanguin ou au niveau du liquide 
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céphalo-rachidien n’est assez spécifique et sensible pour être utilisé comme outil 
diagnostique en clinique (Housley, et al., 2015).  
7.2.1.3 Physiopathologie 
Les dommages tissulaires résultent d’interactions complexes entre le système 
immunitaire, les cellules gliales et les neurones. La SEP est caractérisée par une infiltration 
focale des lymphocytes et de macrophages qui vont ensuite attaquer la gaine de myéline 
entourant les axones des neurones et entraîner des dommages axonaux (Cheng, et al., 2017). 
Il y a toujours débat à savoir si la pathologie tire son origine directement au niveau du SNC 
ou plutôt par un effet au niveau périphérique.  
7.2.1.3.1 Les cellules immunitaires dans la SEP 
Certaines hypothèses semblent toutefois être largement acceptées, par exemple que les 
cellules T auto-réactives contre la myéline pénètrent dans le SNC pour initier et propager la 
réponse inflammatoire chronique. Sous l’action de diverses cytokines et récepteurs, les 
cellules T vont se différencier. Les Th1 et les Th17, de par la relâche de facteurs comme 
l’interféron-γ (IFNγ), le facteur de nécrose tumorale (tumor necrosis factor : TNF-α), 
l’interleukine (IL) -17, l’IL-21 et l’IL-22, vont participer activement à la création d’un 
environnement pro-inflammatoire, à la promotion de l’infiltration cellulaire au niveau du 
SNC, à la promotion de l’expression de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 
(CMH) de classe I, au changement de perméabilité de la BHE et provoquer des dommages 
axonaux (Korn, et al., 2009; Mesquita, et al., 2009; O'Brien, et al., 2010; Rostami et Ciric, 
2013). D’un autre côté, les cellules Th2 et Treg vont avoir des effets opposés, c’est-à-dire 
qu’elles vont relâcher des facteurs anti-inflammatoires comme l’IL-4, l’IL-5, l’IL-10 et 
l’IL-13 ou des médiateurs immunosuppressifs permettant de limiter l’inflammation, 
d’inhiber les cellules T auto-réactives ou de limiter la capacité des cellules présentatrices 
d’antigènes (CPA) et donc fournir au SNC une protection contre la réponse auto-immune et 
contre les dommages axonaux (Mosmann et Sad, 1996; Schmidt, et al., 2012; Buc, 2013; 
Duffy, et al., 2014; Fernando, et al., 2014; Abdolahi, et al., 2015).  
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Les cellules B semblent également impliquées dans la pathogenèse de la SEP et dans son 
modèle expérimental, l’encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE). La production 
d’auto-anticorps spécifiques pour les protéines formant la myéline est associée avec la 
démyélinisation dans l’EAE et la SEP (Lalive, 2008). De plus, les cellules B peuvent sécréter 
des cytokines, comme l’IL-6 pouvant influencer la prolifération des cellules T (Bar-Or, et 
al., 2010; Barr, et al., 2012) et la différentiation des cellules Treg (Mauri et Bosma, 2012) 
ou avoir un impact anti-inflammatoire par la production et la sécrétion d’IL-10 (Ireland, et 
al., 2015; Cheng, et al., 2017).  
Les macrophages, qu’ils proviennent de la périphérie ou résident du SNC, ont également 
été montrés comme bénéfiques et délétères dans la pathogenèse selon qu’ils présentent le 
type M1, ou macrophage activé par voie classique, ou le type M2, ou macrophage activé par 
voie alternative (Mantovani, et al., 2004; Kigerl, et al., 2009; McWhorter, et al., 2015). Les 
macrophages de type M1 peuvent contribuer à la formation des lésions et des dommages 
axonaux par la présentation de molécules du CMH de classe II à leur surface, par le 
recrutement de cellules T au niveau du SNC, par la relâche de cytokines et molécules 
pro-inflammatoires comme l’IL-1β, l’IL-12, le TNF-α, le monoxyde d’azote (NO) et des 
espèces réactives de l’oxygène (ROS) (Hendriks, et al., 2005; Jiang, et al., 2014). Alors que 
les macrophages de type M2 vont plutôt contribuer à l’amélioration des signes cliniques par 
la production de facteurs neurotrophiques, de molécules anti-inflammatoires comme l’IL-10, 
l’IL-13 et l’IL-4 et par la clairance des débris de myéline et la promotion de la 
remyélinisation (Weber, et al., 2007; Tierney, et al., 2009; Jiang, et al., 2012; Ruckh, et al., 
2012; Miron, et al., 2013; Jiang, et al., 2014).  
La Figure 5 présente un schéma récapitulatif de quelques rôles des différents sous-types 
de cellules immunitaires reconnus dans la SEP.  
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Figure 5: Schématisation de l'implication bénéfique ou délétère des différents sous-types de 
cellules immunitaires impliquées dans la SEP et son modèle animal, l'EAE. 
[Figure 1 de (Duffy, et al., 2014) provenant d’une source « open access » ne nécessitant pas 
de permission particulière pour la reproduction]. 
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7.2.1.3.2 Les cellules gliales dans la SEP 
Les cellules gliales, dont il sera discuté plus en détail dans la section 3 ci-après, ont 
également un rôle direct dans le SEP. En effet on observe une microgliose importante au 
niveau de la matière blanche des patients SEP (Jack, et al., 2005; Luo, et al., 2017). Ces 
cellules sont les phagocytes résidents du SNC. Elles peuvent avoir des effets bénéfiques, 
comme par la clairance des débris de myéline ou dans l’élagage des synapses 
dysfonctionnelles ou alors avoir des effets délétères par la promotion de l’inflammation au 
niveau central (Jack, et al., 2005; Luo, et al., 2017). On observe également une astrogliose 
importante au niveau des plaques sclérotiques. Ces cellules peuvent également être 
bénéfiques ou délétères selon qu’elles relâchent des facteurs pro-inflammatoires, qu’elles 
promeuvent une expression aberrante des protéines du complément au niveau des synapses, 
les rendant sensibles à la dégradation par les cellules microgliales, qu’elles assurent une 
recapture du glutamate superflu ou qu’elles assurent un support métabolique axonal et un 
maintien de la BHE (Moreno, et al., 2013; Correale et Farez, 2015; Liddelow, et al., 2017; 
Ponath, et al., 2018). On observe également un échec à la remyélinisation par les 
oligodendrocytes nouvellement différentiés en oligodendrocytes myélinisants à partir des 
cellules progénitrices des oligodendrocytes (oligodendrocyte progenitor cells : OPCs) 
(Franklin et Goldman, 2015). Les oligodendrocytes peuvent eux-mêmes participer à la 
relâche de facteurs pro-inflammatoires (Dimou et Gallo, 2015; Kitic, et al., 2017; Reich, et 
al., 2018). Puis lorsqu’ils deviennent dysfonctionnels et meurent, ils contribuent aux 
dommages tissulaires et à la perte du support trophique des axones. Les axones dénudés 
deviennent vulnérables et on observe alors une dégénération lente. Cette dégénérescence 
axonale peut avoir plusieurs mécanismes comme une réduction du transport axonal, une 
dysfonction mitochondriale et une augmentation de la demande énergétique. En effet, avec 
la démyélinisation, les neurones doivent faire fonctionner plus de canaux ioniques pour la 
transmission de l’influx nerveux (Mahad, et al., 2015). De plus, la conduction saltatoire est 
compromise, puisque la myéline qui permet l’accélération de la conduction neuronale est 
détruite. La démyélinisation entraîne également la perte du support métabolique par les 
oligodendrocytes et les astrocytes environnants. 
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7.2.1.4 Les mastocytes 
D’abord décrits par Paul Ehrlich en 1878, les mastocytes ont été exhaustivement étudiés 
au niveau de leur rôle dans les réactions allergiques, en particulier en lien avec la présence 
d’histamine dans leur contenu granulaire et leur activation immunologique dépendante du 
récepteur FcεRI (Riley et West, 1952; Kinet, 1999; Siraganian, 2003; da Silva, et al., 2014). 
Il est maintenant reconnu que ces cellules ont des implications beaucoup plus larges et 
complexes chez les individus sains dont la réparation tissulaire, la cicatrisation, 
l’angiogenèse, l’immunité innée, adaptative et la tolérance immunologique (da Silva, et al., 
2014).  
Dans le cadre de l’étude présente, nous nous intéressons particulièrement aux 
mastocytes puisque se sont ces cellules qui produisent notre enzyme d’intérêt, soit la protéase 
mastocytaire de type 4 (mMCP-4) dont il sera discuté plus en détails un peu plus loin dans 
cette introduction. 
7.2.1.4.1 La maturation, l’activation et la dégranulation des mastocytes 
La maturation des mastocytes, à partir des cellules d’origine hématopoïétique (Fodinger, 
et al., 1994; Chen, et al., 2005; Jamur, et al., 2005), mène à différents phénotypes qui 
dépendent du microenvironnement dans lequel celle-ci se produit. En effet contrairement 
aux autres types cellulaires d’origine hématopoïétique, la maturation finale des mastocytes 
se produit dans les tissus périphériques dans lesquels ils s’installent. Il est reconnu que se 
sont les précurseurs immatures (bone marrow mast cells : BMMC) qui migrent depuis la 
moelle osseuse bien que les mécanismes responsables du recrutement des cellules 
progénitrices dans les tissus périphériques en conditions normales ou inflammatoires ne 
soient pas encore très bien compris (Kitamura, et al., 1993; Hallgren et Gurish, 2007). Les 
études sur les facteurs de migration sont complexes puisque la migration dépend de 
l’expression, à la surface des cellules progénitrices, de différents récepteurs de 
chimio-attraction et de molécules d’adhésion et est influencée par le degré de maturation, le 
tissu cible et les cytokines et facteurs de croissance du microenvironnement (Collington, et 
al., 2011). Les différences phénotypiques qui surviennent suite à la maturation mastocytaire 
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au sein des différents tissus se traduisent par l’expression de différents récepteurs de surface 
susceptibles de mener à l’activation cellulaire et à la dégranulation, de même qu’à 
l’expression de différents médiateurs dans leur contenu granulaire pouvant être relâchés dans 
le milieu lorsque les cellules sont activées (Galli, et al., 2011; Jamur et Oliver, 2011). Cette 
activation est possible grâce aux nombreux récepteurs présents à la surface des cellules 
mastocytaires, dont une représentation schématique de quelques-uns des plus fréquents se 
trouve à la Figure 6 (Tkaczyk, et al., 2004; Gilfillan, et al., 2009; da Silva, et al., 2014).  
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Figure 6 : Représentation schématique des récepteurs les plus connus pouvant activer les 
mastocytes chez l'Homme. 
[Figure 8 de (Bradding et Arthur, 2016) reproduite avec la permission]. 
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Les mastocytes peuvent donc relâcher les différents médiateurs contenus dans leurs 
granules de sécrétion suite à leur activation par voie immunologique ou non-immunologique. 
Cette sécrétion se produit soit par dégranulation, c’est-à-dire que la granule fusionne avec la 
membrane plasmique suite à une mobilisation de calcium intracellulaire afin de relâcher les 
médiateurs préformés dans l’environnement extracellulaire, soit par trans-granulation via les 
interactions cellule-cellule (Greenberg et Burnstock, 1983; Dines et Powell, 1997; Wilhelm, 
et al., 2005; Wernersson et Pejler, 2014; Vukman, et al., 2017). Les mastocytes peuvent 
également relâcher des médiateurs synthétisés de novo comme des eicosanoïdes, des 
cytokines et des chimiokines (da Silva, et al., 2014). 
7.2.1.4.2 Les sous-types de mastocytes 
Les mastocytes ont d’abord été décrits à cause de leur particularité de contenir des 
granules de sécrétion dans leur cytoplasme. Ces granules contiennent des médiateurs 
préformés comme l’histamine et la sérotonine, des protéases comme la tryptase, la chymase 
et la carboxypeptidase A, des cytokines et des facteurs de croissance dont le profil est très 
variable en fonction du microenvironnement dans lequel évolue le mastocyte ainsi que selon 
l’espèce animale à l’étude (da Silva, et al., 2014). Deux « types » de mastocytes ont été 
décrits chez la souris, soit les mastocytes des tissus muqueux (mucosal mast cells : MMC) 
présent dans l’épithélium pulmonaire et du tractus gastro-intestinal et les mastocytes des 
tissus conjonctifs (connective tissue mast cells : CTMC) retrouvés dans la sous-muqueuse 
intestinale, le péritoine et la peau. Les MMC contiennent seulement des protéases de type 
tryptase, soit les mouse mast cell protease (mMCP)-1 et mMCP-2, empaquetées dans des 
granules de sécrétion avec des protéoglycanes dont entre autres des chaînes de sulfate de 
chondroïtine qui ont la particularité de sécréter peu d’histamine. Les CTMC contiennent la 
chymase mMCP-4, la tryptase mMCP-6 et la carboxypeptidase A emmagasinées dans les 
granules de sécrétion par des protéoglycanes telles des chaînes d’héparine et peuvent relâcher 
une grande quantité d’histamine (Yurt, et al., 1977; Enerback, et al., 1985; Metcalfe, et al., 
1997; Welle, 1997; Miller et Pemberton, 2002; Pejler, et al., 2010; Wernersson et Pejler, 
2014). Il faut toutefois noter que ces cellules sont en constant changements selon les signaux 
reçus depuis l’environnement dans lequel elles évoluent, ce qui rend la classification 
20 
 
beaucoup plus complexe, mais qui ne fera pas l’objet de cette thèse [voir (da Silva, et al., 
2014) pour une revue de littérature à ce sujet].  
7.2.1.4.3 Rôles physiologiques et pathologiques des mastocytes 
La distribution tissulaire des mastocytes est très vaste, on les retrouve plus 
particulièrement dans les milieux susceptibles d’être en contact avec l’extérieur comme la 
peau, les muqueuses et les tissus connectifs comme les vaisseaux sanguins et les nerfs 
(Metcalfe, et al., 1997; Galli, et al., 2005; da Silva, et al., 2014). Ils possèdent la capacité de 
« communiquer » avec plusieurs autres types cellulaires en conditions normales. Ces divers 
rôles et cette faculté d’influencer les autres cellules environnantes par la relâche de 
médiateurs variés doivent être finement régulés et un débalancement dans l’équilibre fait en 
sorte que les mastocytes sont décrits dans diverses pathologies comme les allergies 
chroniques, les désordres inflammatoires, les maladies auto-immunes et les cancers (Rao et 
Brown, 2008).  
7.2.1.4.4 Les mastocytes dans le SNC 
Les mastocytes sont connus pour être des cellules résidentes du SNC, généralement près 
de vaisseaux sanguins (Silver, et al., 1996; Skaper, et al., 2012), dans les méninges, l’area 
postrema, le plexus choroïde et le parenchyme des régions thalamique et hypothalamique 
(Kim, et al., 2010; Nelissen, et al., 2013; Dong, et al., 2014b), et possèdent la capacité de 
traverser la BHE lorsque nécessaire (Silverman, et al., 2000; Skaper, et al., 2014). Ils sont 
reconnus pour être en « communication » avec les cellules gliales, les neurones et les cellules 
endothéliales (Silver et Curley, 2013; Dong, et al., 2014b). Les mastocytes collaborent avec 
les neurones dans un système de communication bidirectionnelle semblable à la structure 
synaptique grâce à des molécules d’adhésion (Suzuki, et al., 2004; Furuno, et al., 2005) afin 
d’assurer un contrôle neuro-immunologique de certaines fonctions centrales et périphériques 
(Van Nassauw, et al., 2007; Nautiyal, et al., 2012; da Silva, et al., 2014).  
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7.2.1.4.5 Les mastocytes dans la SEP 
Les mastocytes ont été montrés dans les lésions du SNC de patients atteints de SEP dès 
les années 1890 (Ribatti, 2015) et leur nombre et distribution corrèlent avec la sévérité de la 
maladie (Toms, et al., 1990; Couturier, et al., 2008; Yu, et al., 2015). Les mastocytes sont 
également un type cellulaire reconnu dans la réponse immunitaire que l’on retrouve 
physiologiquement au niveau du SNC. Ces cellules ont un rôle dans la physiopathologie de 
la SEP, quoique celui-ci soit sous-estimé (Elieh-Ali-Komi et Cao, 2017). Au cours de la 
neuro-inflammation, les mastocytes participent activement, par des mécanismes directs et 
indirects, à la neurogénèse, à la neurodégénération et à la perméabilité de la BHE en 
catalysant et en amplifiant les réponses cellulaires et moléculaires (Figure 7). Ils peuvent par 
exemple influencer la différentiation des cellules T via la relâche de diverses cytokines 
comme l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13, le facteur de croissance transformant β (transforming growth 
factor : TGF-β), le TNF-α et l’IL-6 ou d’autres facteurs pouvant influencer la maturation des 
cellules T et les cellules dendritiques comme l’IL-4, l’IL-12, l’IL-15, le TNF-α ou des 
molécules comme le CD154 et l’OX40L (Gregory, et al., 2005; Gandhi, et al., 2010). Ils 
peuvent également avoir un effet direct par la relâche de médiateurs comme l’histamine ou 
des protéases comme la tryptase et la chymase qui vont modifier la perméabilité de la BHE 
ou interagir avec la myéline et contribuer à sa dégradation (Johnson, et al., 1988; Dietsch et 
Hinrichs, 1991; Tchougounova, et al., 2005; Medic, et al., 2008; Lu, et al., 2010; Christy, et 
al., 2013). Des évidences expérimentales ont également montré que les mastocytes se 
retrouvent, avec les infiltrations de cellules immunitaires, au niveau des lésions 
périvasculaires, du parenchyme et des leptoméninges des patients SEP (Toms, et al., 1990; 
Ibrahim, et al., 1996). De plus, ces patients ont des niveaux élevés de tryptase et d’histamine 
dans leur liquide céphalo-rachidien (Rozniecki, et al., 1995; Theoharides, et al., 2007; 
Kallweit, et al., 2013). Démontrant ainsi un rôle actif des mastocytes résidents, mais 
également des mastocytes périphériques dans la SEP et dans l’EAE (Tanzola, et al., 2003). 
Ce rôle reste encore à bien définir puisque des études utilisant des souris déplétées en 
mastocytes ont mené à des résultats controversés où certains groupes de recherche ont vu 
une amélioration des scores cliniques et d’autres une détérioration chez ces animaux selon 
le protocole expérimental et la souche de souris utilisée (Secor, et al., 2000; Bennett, et al., 
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2009; Sayed, et al., 2010; Feyerabend, et al., 2011; Li, et al., 2011; Piconese, et al., 2011; 
Sayed, et al., 2011; Costanza, et al., 2012). 
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Figure 7 : Schématisation des rôles potentiels des mastocytes dans des pathologies 
neurologiques comme la SEP. 
[Figure 1 de (Hendriksen, et al., 2017) reproduite avec la permission]. 
  
24 
 
Il est important de noter que les résultats obtenus avec ces souches de souris déplétées 
en mastocytes sont difficilement transposables à l’Homme puisqu’il n’existe pas de situation 
pathologique dans laquelle il y a un manque complet de ce type cellulaire (Ribatti, 2015). 
Un autre gros désavantage d’utiliser des souris déplétées en mastocytes, plus 
particulièrement les souches dont la déplétion mastocytaire est dépendante de l’expression 
du récepteur c-kit, est l’apparition d’anomalies congénitales que ces souris développent dû à 
leurs mutations génétiques qui affectent d’autres types cellulaires que les mastocytes (voir la 
revue de littérature (Yu, et al., 2015) pour de plus amples détails concernant ces souches de 
souris). Dans le cas des études présentées dans cette thèse, la délétion du gène de la mMCP-4 
(mMCP-4 KO) n’entraîne pas d’anomalie autre que la perte de l’activité de type 
chymotrypsine que l’on retrouve normalement dans les CTMC (Tchougounova, et al., 2003). 
En plus des rôles dans la modification de la perméabilité de la BHE et dans l’influence des 
cytokines sécrétées dans la maturation et la différentiation des cellules T décrits 
précédemment, les mastocytes résidents au SNC ont été montrés dans l’EAE pour 
promouvoir l’infiltration des neutrophiles et ainsi contribuer à l’inflammation des méninges 
(Christy, et al., 2013). Le Tableau 1 récapitule les différents rôles attribués aux mastocytes 
dans la SEP. 
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Tableau 1 : Rôles attribués aux mastocytes dans la SEP et dans le modèle animal EAE. 
[Tableau 1 de (Elieh-Ali-Komi et Cao, 2017) reproduit avec la permission]. 
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7.2.1.4.6 La chymase et l’endothéline-1 
Les études de la professeure Brown ont démontré que les mastocytes avaient un rôle 
délétère dans l’EAE chez des souris dont la déplétion mastocytaire est dépendante de 
l’expression du récepteur c-kit (Secor, et al., 2000; Gregory, et al., 2005; Sayed, et al., 2011; 
Christy, et al., 2013; Russi, et al., 2016). Il est cependant très difficile de procéder à 
l’élimination de tout un type cellulaire en clinique. On sait que certaines protéases 
mastocytaires comme la tryptase ont un impact sur la physiopathologie. 
Parmi les nombreuses protéases mastocytaires connues, on retrouve la chymase. Celle-ci 
est synthétisée sous une forme inactive dans les mastocytes. Puis la chymase subit le clivage, 
facilité par la présence d’héparine permettant un repliement favorable de la protéine 
(Murakami, et al., 1995), d’un dipeptide en position N-terminal par la dipeptidyl peptidase I 
(DPPI) pour la rendre active (Wolters, et al., 2001) avant d’être emmagasiné dans les 
granules de sécrétion. La chymase est une hydrolase spécifique des liens peptidiques de type 
sérine protéase. Elle présente une activité enzymatique de type chymotrypsine, soit un 
clivage du côté carboxylique du lien peptidique suivant un acide aminé aromatique dont 
l’ordre préférentiel est la phénylalanine, la tyrosine puis le tryptophane (Hedstrom, 2002). 
Cette famille d’enzyme se distingue par la présence de trois acides aminés précis au niveau 
de son site actif formant ce que l’on appelle la triade catalytique (Carter et Wells, 1988). 
Brièvement le mécanisme enzymatique de la chymase se décrit en trois étapes principales : 
la formation du complexe enzyme-substrat, l’acylation et la déacylation. La formation du 
complexe enzyme-substrat se produit lorsque le résidu aromatique du substrat se positionne 
dans une orientation qui est favorable à la réaction dans la cavité hydrophobe de l’enzyme. 
Il s’ensuit une réaction d’acylation d’abord par l’attaque nucléophilique de la sérine-195 de 
l’enzyme sur l’atome de carbone du carbonyle de la liaison peptidique du substrat formant 
un intermédiaire tétraédrique qui sera stabilisé par la formation d’un pont hydrogène dans la 
cavité oxy-anionique. Ceci produit une charge négative instable sur l’oxygène du carbonyle 
permettant une catalyse générale acide. En effet on observe alors que l’aspartate-102 du site 
actif polarise l’histidine-57 et permet un transfert de proton vers l’oxygène du carbonyle pour 
former un intermédiaire stable, l’acyl-enzyme. Puis en situation favorable, il se produit la 
déacylation, soit l’attaque du carbonyle de l’acyl-enzyme par une molécule d’eau aidée par 
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une catalyse basique de l’histidine-57 ce qui provoque la formation du produit de la réaction 
enzymatique et la régénération de l’enzyme à son état natif (Carter et Wells, 1988). 
On connait deux types de chymases : l’α-chymase et la β-chymase (Gallwitz et Hellman, 
2006). Alors qu’on retrouve une seule α-chymase chez l’Homme, on en retrouve plusieurs 
chez la souris nommées protéases des cellules mastocytaires (murine mast cell protease ; 
mMCP). Parmi celle-ci trois sont des β-chymases (mMCP-1, -2, -4) et une α-chymase 
(mMCP-5). Les études précédentes ont permis de démontrer que la  β-chymase mMCP-4 
était celle ayant le plus d’homologie avec la chymase humaine (Tchougounova, et al., 2003; 
Wu, et al., 2005; Andersson, et al., 2008). C’est donc pour cette raison que nous étudions 
cette isoforme murine en particulier au cours de la présente étude.  
 Des études récentes ont montré que l’endothéline-1 (ET-1) pouvait avoir un rôle 
délétère dans la SEP et l’EAE (Shin, et al., 2001; D'Haeseleer, et al., 2013; Hammond, et 
al., 2015). L’ET-1 est, à ce jour, le plus puissant peptide vasoconstricteur rapporté dans la 
littérature découverte en 1988 par Masashi Yanagisawa (Yanagisawa, et al., 1988). Elle est 
formée de 21 acides aminés et de deux ponts disulfures. Il existe trois isoformes 
d’endothélines soit l’ET-1, l’ET-2 et l’ET-3, dont les localisations cellulaires et les affinités 
pour les récepteurs varient (Inoue, et al., 1989; Arinami, et al., 1991; Masaki, 2000). L’ET 
active deux types de récepteurs couplés aux protéines G (g protein-coupled receptors : 
GPCR), soit ETA et ETB (Simonson et Dunn, 1990; Hosoda, et al., 1991; Fan, et al., 2000; 
Giannessi, et al., 2001) que l’on retrouve sur de nombreux types cellulaires (Rubanyi et 
Polokoff, 1994). Une schématisation des voies de maturation de l’ET-1 se trouve à la Figure 
8. L’ET-1 est très bien caractérisée pour son rôle dans le maintien de l’homéostasie de la 
pression artérielle étant donné son action vasoconstrictrice sur les cellules musculaires lisses 
vasculaires (MacCarthy, et al., 2000; Giannessi, et al., 2001; Attina, et al., 2005; Murray, et 
al., 2008). L’ET-1 a aussi été montrée dans certaines pathologies cardiovasculaires comme 
l’infarctus du myocarde et l’insuffisance pulmonaire primaire (Gray et Webb, 1996; 
Miyauchi et Masaki, 1999; Kobayashi, et al., 2000; Attina, et al., 2005; D'Orleans-Juste, et 
al., 2008). Au niveau du SNC, l’ET-1 peut activer les astrocytes, agir comme 
neurotransmetteur directement sur les neurones, influencer la différentiation des OPCs, 
réguler la BHE et elle est impliquée dans la régulation autonomique du système 
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cardiovasculaire (Sagher, et al., 1994; Kuwaki, et al., 1997; Kuwaki, et al., 1999; Stokely, 
et al., 2005; Bauer, et al., 2007; Uesugi, et al., 2009; Wang, et al., 2010; Zampronio, et al., 
2010; Wang, et al., 2011; Reijerkerk, et al., 2012; Hammond, et al., 2015). Ce dernier rôle 
sera discuté plus en détail un peu plus loin dans cette introduction. 
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Figure 8 : Schématisation des voies de maturation de l'ET-1. 
[Inspirée d’après la figure 1 de (D'Orleans-Juste, et al., 2003)].  
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7.2.2 Traitements de la SEP 
À ce jour, il y a 14 médicaments approuvés par Santé Canada pour le traitement de la 
SEP (SCSP, 2018c). Ce sont tous des immuno-modulateurs qui sont indiqués, selon leur 
mode d’action, pour les patients présentant la forme cyclique de la maladie. La plupart vont 
cibler différents mécanismes permettant le passage des lymphocytes T périphériques vers le 
SNC. Ils vont agir sur certains mécanismes régissant le processus inflammatoire pour 
diminuer la fréquence et la gravité des poussées, réduire le nombre de nouvelles lésions au 
cerveau et à la moelle épinière mises en évidence par l’IRM et ralentir l’accumulation des 
incapacités (O'Connor et Oh, 2014; SCSP, 2018d). Certaines molécules sont en études 
cliniques pour les formes cyclique et progressive de la maladie (O'Connor et Oh, 2014; 
SCSP, 2018e). Il y a de nouvelles cibles qui « apparaissent » dont la remyélinisation 
[anti-LINGO-1] (Plemel, et al., 2017; SCSP, 2018f), le processus neuro-inflammatoire 
[minocycline] (SCSP, 2018h) et la restauration de la tolérance du soi par l’utilisation de 
traitements à base de cellules souches (SCSP, 2018g). Les cellules souches 
mésenchymateuses (CSM) – présentes dans de nombreuses parties de l’organisme, 
notamment la moelle osseuse, la peau et la graisse – peuvent atténuer l’inflammation et 
réparer le tissu nerveux, ce qui en fait de bonnes candidates pour le traitement de la SEP 
(Ben-Hur, 2008; Caplan, 2009; Payne, et al., 2011; Xiao, et al., 2015; Cheng, et al., 2017). 
Toutefois, il s’agit d’un traitement agressif qui est toujours en phase clinique.  
Les traitements approuvés actuellement ont pour la plupart une efficacité modérée et 
ceux de deuxième ligne présentant des efficacités élevées vont généralement s’accompagner 
d’effets secondaires importants et graves (Naegele et Martin, 2014).  
En dehors des traitements médicamenteux, d’autres formes de traitements prennent leur 
importance afin de permettre aux patients de conserver leur autonomie fonctionnelle le plus 
longtemps possible. On parle donc de réadaptation par kinésithérapie dès l’apparition d'un 
symptôme gênant la vie quotidienne (Kubsik-Gidlewska, et al., 2017; Sanofi-Genzyme, 
2018). De l’ergothérapie va être indiquée dès que les symptômes ont un retentissement sur 
les gestes quotidiens (Sanofi-Genzyme, 2018).  
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La dépression est plus répandue chez les personnes atteintes de SEP que dans la 
population en général (Patten, et al., 2003; Jones, et al., 2012; Wood, et al., 2013; Toosy, et 
al., 2014). Ce symptôme peut survenir en réaction au diagnostic, mais peut aussi apparaître 
à tout moment au cours de la maladie si la partie du cerveau gérant le centre de l’humeur est 
atteinte d’une plaque (Wilken et Sullivan, 2007). L’utilisation des traitements classiques de 
la dépression sera donc indiquée chez ces patients.   
Bien qu’il n’y ait pas de données scientifiques sur les effets de la médecine alternative, 
certains patients vont voir des bienfaits par la pratique du yoga ou de la danse, de la 
méditation, de la massothérapie ou encore de l’acupuncture (Sanofi-Genzyme, 2018; SCSP, 
2018i; WebMD, 2018). 
7.2.3 Modèle animal : l’encéphalopathie auto-immune expérimentale 
Dans le cadre des deux articles produits pour cette étude, nous avons utilisé un modèle 
de souris d’encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE). En effet les processus de 
développement et la progression pathologique de la SEP peuvent être « recréés » ou 
« mimés » chez les rongeurs comme la souris ou le rat. Ce modèle animal d’EAE se 
caractérise par une inflammation périvasculaire et une activation des cellules T CD4+ et des 
cellules mononucléées qui mènent à une démyélinisation des axones du SNC provoquant 
une paralysie progressive ascendante. Une schématisation de l’échelle d’évaluation des 
incapacités neuromotrices utilisée dans le cadre des deux études présentées dans cette thèse, 
et dont plus de détails seront fournis dans la section méthodologie des articles, se retrouve à 
l’annexe 1. Il est possible d’obtenir ces différents modèles animaux selon une méthode 
d’induction active à l’aide d’une émulsion de la glycoprotéine oligodendrocytaire de la 
myéline (myelin oligodendrocyte glycoprotein : MOG35-55), de la protéine de base de la 
myéline (myelin basic proteins : MPB) ou de la protéine protéolipide (proteolipid protein : 
PLP) dans un adjuvant complet de Freund (CFA), selon une méthode de transfert passif ou 
grâce à des modèles spontanés par exemple avec les souris modifiées génétiquement 2D2+ 
ou des modèles dépendants des cellules B (Miller, et al., 2007; Kipp, et al., 2012; Ben-Nun, 
et al., 2014). Dans les modèles induits de façon active, on distingue deux phases soit, la phase 
d’induction et la phase effectrice. La première consiste à procéder à l’immunisation des 
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animaux afin de produire des cellules T CD4+ spécifiques à la protéine de la myéline. La 
phase effectrice comprend la migration de ces cellules T vers le SNC, la production de 
chimiokines et de cytokines permettant l’afflux de phagocytes dans le SNC, l’activation des 
macrophages périphériques et résidents et la démyélinisation axonale (Miller, et al., 2007).     
Dans le cadre de la présente étude, l’immunisation à l’aide du MOG35-55 a été préconisée 
étant donné la souche de souris utilisée, soit les C57Bl/6, qui sont résistantes à 
l’immunisation par myelin basic protein (MBP). L’immunisation directe donne 
généralement des symptômes cliniques moins sévères et moins rapides que par transfert 
passif. Il faut toutefois noter que l’EAE provoquée chez cette souche de souris via ce type 
d’immunisation provoque des signes cliniques s’apparentant à la forme PPMS qui n’est pas 
la plus répandue (environ 10% des patients), mais qui, jusqu’à présent, ne possède pas de 
traitement puisqu’elle ne présente pas de poussées qui sont suffisamment importantes pour 
que les traitements actuels soient efficaces.  
 
7.3 Les cellules gliales 
 Comme indiqué précédemment, plusieurs types cellulaires ont été décrits dans la 
physiopathologie de la SEP. Dans les sections suivantes, j’aborderai plus en détails les 
astrocytes et les cellules microgliales dont on observe une activation chez les patients atteints 
de la SEP ainsi que dans les modèles animaux. L’activation de ces deux types cellulaires a 
été étudié afin d’évaluer l’implication de la mMCP-4 dans le développement pathologique 
chez la souris dans le cadre du premier article de cette thèse. De plus, j’introduirai les 
oligodendrocytes qui sont les cellules responsables de la production de la myéline au niveau 
du SNC qui est directement affectée dans la SEP. Nous nous sommes d’ailleurs également 
intéressés au niveau de myéline spinale que l’on retrouve dans notre modèle animal dans le 
but d’évaluer l’impact du KO de la mMCP-4 dans le développement de la pathologie chez 
nos souris. 
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7.3.1 Astrocytes 
L’astrocyte est un constituant majeur du SNC. Les astrocytes sont caractérisés par une 
expression élevée de la protéine glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Eng, 1985; Eng, et 
al., 2000) et cette expression augmente avec l’âge (Nichols, et al., 1993). Nous pouvons 
d’ailleurs utiliser l’expression cette protéine afin d’évaluer le niveau d’astrogliose en 
situation pathologique comme par exemple en EAE.    
7.3.1.1 Les sous-types d’astrocytes 
Il y a quatre classes d’astrocytes décrites chez l’Homme selon leur structure et leur 
anatomie : les astrocytes inter-laminaires, protoplasmiques, polarisés ou fibreux (Oberheim, 
et al., 2006). Alors que chez les rongeurs, on retrouve seulement les astrocytes 
protoplasmiques ou fibreux décrits chez l’Homme. Les astrocytes protoplasmiques sont le 
type le plus abondant retrouvé dans le cerveau humain et murin. Ils sont caractérisés par la 
présence de pieds bulbeux périvasculaires, en fait tous les astrocytes protoplasmiques sont 
en contact avec les vaisseaux sanguins, et sont organisés en domaines. Ces astrocytes ont le 
potentiel de moduler la communication interneuronale et la possibilité d’intégrer localement 
des informations provenant d’un grand nombre de synapses (Kimelberg, 2007; Vasile, et al., 
2017). Les astrocytes fibreux sont quant à eux retrouvés plus profondément dans le cortex 
cérébral, au niveau de la matière blanche, ils sont caractérisés par une plus grande taille que 
les astrocytes protoplasmiques, mais possèdent moins de ramifications et celles-ci sont plus 
simples avec moins d’interconnexions (Miller et Raff, 1984; Oberheim, et al., 2006).  
7.3.1.2 Les rôles physiologiques des astrocytes 
Le premier rôle attribué à ces cellules était de procurer un support structurel au niveau 
du SNC en s’attachant aux neurones, aux terminaisons synaptiques et aux capillaires 
sanguins, offrant ainsi un soutien aux neurones et ancrant ces derniers aux capillaires qui 
sont leur source nutritive. Il est maintenant admis que le rôle de ce type cellulaire est 
nettement plus actif et complexe. Les astrocytes ont des propriétés électrophysiologiques, 
c’est-à-dire qu’ils participent au maintien de l’homéostasie ionique du SNC grâce à leurs 
canaux potassiques, calciques, sodiques et chloriques (Sontheimer, 1992). Les astrocytes 
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sont également impliqués dans la synaptogénèse lors du développement et dans la phase 
adulte lors de l’apprentissage ou suite à des changements environnementaux ou 
pathologiques par la relâche de facteurs synaptogéniques tels le TGF- β, la synaptophysine, 
la postsynaptic density protein 95 (PSD-95), l’hevin et la thrombospondine (Ullian, et al., 
2001; Kucukdereli, et al., 2011; Diniz, et al., 2012; Risher et Eroglu, 2012; Wang, et al., 
2012; Singh, et al., 2016; Farhy-Tselnicker, et al., 2017; Morel, et al., 2017; Stogsdill, et al., 
2017; Boisvert, et al., 2018). Ces cellules participent aussi à l’élimination des synapses soit 
par phagocytose grâce à l’expression de certains récepteurs, soit par l’induction de 
l’expression de composants de la cascade du complément (Stevens, et al., 2007; Bialas et 
Stevens, 2013; Chung, et al., 2013). Les astrocytes participent activement à la 
communication intercellulaire par la relâche, généralement dépendante du calcium, de 
gliotransmetteurs via des mécanismes de relâche vésiculaire (Bezzi, et al., 2004; Zhang, et 
al., 2004b; Pascual, et al., 2005; Bowser et Khakh, 2007; Henneberger, et al., 2010; Lalo, et 
al., 2014) et des mécanismes de canaux et de transport actif (Lee, et al., 2010; Woo, et al., 
2012). De plus, les astrocytes sont impliqués dans la capture et le recyclage des 
neurotransmetteurs qui se retrouvent dans l’espace extracellulaire, ainsi les astrocytes 
participent directement à la transmission synaptique et permettent un certain contrôle afin 
d’éviter l’excitotoxicité (Rothstein, et al., 1996). Ce captage se produit grâce à des 
transporteurs glutamatergiques (Tong et Jahr, 1994; Huang, et al., 2004; Murphy-Royal, et 
al., 2015) et GABAergiques (Boddum, et al., 2016; Boisvert, et al., 2018). Suite au captage 
de ces neurotransmetteurs, ceux-ci sont recyclés et leur métabolisme permet de supporter la 
production énergétique essentielle aux neurones (Bouzier-Sore et Pellerin, 2013). Les 
astrocytes participent aussi activement à la signalisation calcique, importante dans la 
transmission synaptique, par la relâche spontanée de Ca2+. Cette relâche peut également être 
stimulée par des neurotransmetteurs comme le glutamate et l’adénosine triphosphate (ATP), 
par l’innervation électrique (Khakh et McCarthy, 2015) ou par d’autres molécules 
neuro-actives comme l’adénosine diphosphate (ADP), l’histamine et l’acétylcholine (Perea 
et Araque, 2005; Fu, et al., 2013).  
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7.3.1.3 L’organisation cellulaire : le syncytium et ses fonctions 
Les astrocytes ont été montrés comme formant un syncytium fonctionnel. Les jonctions 
communicantes sont formées par l’expression de connexines (Cx30 et Cx43) qui forment 
des ponts perméables aux petites molécules hydrosolubles entre les cytoplasmes des cellules 
reliées ensemble. Ce réseau de communication permet de soutenir la transmission synaptique 
continue en contribuant à l’apport énergétique des neurones (Rouach, et al., 2008), en 
accélérant la clairance du potassium dans l’espace extracellulaire (Wallraff, et al., 2006) et 
en permettant des échanges d’ions, de métabolites et de neuro-modulateurs (Pannasch et 
Rouach, 2013). De plus, les astrocytes contribuent au métabolisme énergétique des neurones 
en absorbant, grâce à leurs pieds périvasculaires, le glucose sanguin puis suite à des 
processus métaboliques intracellulaires transmettent du lactate aux neurones (Hertz et Peng, 
1992; Wiesinger, et al., 1997; Brown, et al., 2004; Pellerin, et al., 2007; Machler, et al., 
2016). De plus, les liens entre les neurotransmetteurs captés par les astrocytes, les échanges 
ioniques, en particulier le potassium, et les pieds périvasculaires des astrocytes font en sorte 
que les astrocytes sont directement impliqués dans la régulation du flot sanguin cérébral par 
l’activation de la relâche de différents facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs (Zonta, 
et al., 2003; MacVicar et Newman, 2015). Finalement avec leurs pieds périvasculaires, les 
astrocytes font partie intégrante de la BHE et participent activement au maintien de cette 
importante structure vasculaire à travers différents facteurs solubles qui permettent plus 
particulièrement l’augmentation de l’expression des protéines formant les jonctions serrées 
(Igarashi, et al., 1999; Alvarez, et al., 2011; Mizee, et al., 2014; Zhou, et al., 2014; Gurnik, 
et al., 2016; Liebner, et al., 2018). La Figure 9 représente schématiquement quelques-uns 
des rôles décrits ci-dessus.  
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Figure 9 : Représentation schématique des rôles physiologiques des astrocytes.  
Ceux-ci inclus les jonctions communicantes (Connexine, Cx30 et Cx43), les transporteurs 
(transporteur de glutamate, GLT-1; transporteur GABAergique de type 3, GAT-3; 
transporteur de glutamate et d’aspartate, GLAST) et canaux exprimés à la surface cellulaire 
(canaux potassiques Kir4,1 et TWIK-1), la régulation de la formation et de l’élimination des 
synapses (Thrombospondines; myeloid-epithelial-reproductive tyrosine kinase, MERTK; 
Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteine, SPARC), le maintien du métabolisme 
énergétique (Glycogène, Lactate, Pyruvate) et la gliotransmission (Ca2+). 
[traduction de la Figure 1 de (Xin et Bonci, 2018) provenant d’une source « open access » 
ne nécessitant pas de permission particulière pour la reproduction]. 
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7.3.2 Cellules microgliales 
Les cellules microgliales sont des cellules résidentes du SNC, qui tirent leur origine du 
mésoderme, décrite en 1919 par Pío del Río-Hortega (Kierdorf et Prinz, 2017). 
Morphologiquement, ces cellules sont décrites comme de petites cellules de forme ovoïde 
ayant un petit corps cellulaire contenant peu d’organelles, mais dotées de longs 
prolongements avec des processus secondaires et des lamellipodes (Perry et Gordon, 1988). 
Le corps cellulaire est immobile, mais les prolongements et les lamellipodes sont 
constamment en mouvement afin de jouer leur rôle d’immunosurveillance du SNC 
environnant et agir en faisant de la phagocytose et de la pinocytose (Booth et Thomas, 1991; 
Stence, et al., 2001; Nimmerjahn, et al., 2005).  
Au cours du développement embryonnaire, les cellules microgliales font leur apparition 
très tôt à partir d’une seule vague de cellules progénitrices (Ginhoux, et al., 2013). En phase 
« adulte », elles sont distribuées dans la totalité du parenchyme et sont retrouvées dans toutes 
les régions du SNC, bien que leur densité varie d’une région à l’autre et qu’elles semblent 
plus abondantes dans la substance grise par rapport à la substance blanche (Perry, et al., 
1985; Lawson, et al., 1990). Il est possible de mesurer les cellules microgliales réactives par 
l’augmentation de l’expression de la molécule ionized calcium binding adaptor molecule 1 
(Iba1), qui sert de marqueur spécifique de la microglie (Ohsawa, et al., 2004).  
7.3.2.1 Rôles physiologiques des cellules microgliales 
Les cellules microgliales présentent quatre rôles principaux durant le développement et 
durant la phase adulte du SNC dont la Figure 10 représente un résumé.  
D’abord ces cellules sont reconnues comme des professionnelles de la phagocytose. Au 
cours du développement, elles s’emploient à éliminer les neurones apoptotiques (Ashwell, 
1990; Brockhaus, et al., 1996; Witting, et al., 2000) et ce sans induire le processus 
inflammatoire (Takahashi, et al., 2005). Il a été également montré que la microglie pouvait 
fournir un support trophique au SNC en développement par la sécrétion de facteurs 
neurotrophiques variés comme le brain-derived neurotrophic factor (BDNF), le basic 
fibroblast growth factor (FGF-2) ou le plasminogen (PGn) par exemple (Morrison, et al., 
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1986; Shimojo, et al., 1991; Nagata, et al., 1993a; Nagata, et al., 1993b; Elkabes, et al., 1996; 
Hamanoue, et al., 1996; Batchelor, et al., 1999; Nakajima, et al., 2001). Un autre processus 
important durant le développement embryonnaire dans lequel les cellules microgliales ont 
démontré un rôle est l’angiogenèse au niveau du SNC. En effet, les vaisseaux sanguins sont 
vitaux puisqu’ils permettent l’apport en oxygène et aux nutriments à tous les systèmes. Les 
cellules microgliales guident donc le bourgeonnement des vaisseaux sanguins par la relâche 
de facteurs pro-angiogéniques dans un processus de communication bidirectionnelle entre le 
vaisseau sanguin et la microglie (Checchin, et al., 2006; Rymo, et al., 2011; Arnold et 
Betsholtz, 2013). Le dernier rôle attribué à ces cellules dans la phase développementale du 
SNC est la modulation de l’activité neuronale au niveau synaptique grâce à leur contact direct 
qu’elles maintiennent avec les neurones et les astrocytes, mais également par leur propriété 
de phagocyte en éliminant les éléments présents dans les synapses ou en phagocytant les 
dendrites inutilisées (Stevens, et al., 2007; Wake, et al., 2009; Tremblay, et al., 2010; 
Paolicelli, et al., 2011; Li, et al., 2012b; Schafer, et al., 2012).  
Dans la phase dite « adulte », quatre rôles ont été décrits pour la microglie : la 
surveillance immunitaire du SNC, la modulation de la plasticité synaptique, la régulation de 
la neurogenèse et l’interaction avec la périphérie. Comme les cellules du système 
immunitaire périphérique n’ont pas accès au SNC à cause de la BHE, ce sont les cellules 
microgliales qui font office de système immunitaire (Aloisi, 2001). Les rôles de ces cellules 
dans la plasticité synaptique et la neurogénèse en conditions normales ressemblent beaucoup 
à ceux qu’elles tiennent en phase développementale, soit la relâche de facteurs 
neurotrophiques, les interactions directes avec les neurones et ses propriétés phagocytes 
(Sierra, et al., 2010; Bachstetter, et al., 2011; Tremblay, et al., 2011; Parkhurst, et al., 2013; 
Sellner, et al., 2016). Finalement, la microglie est également en contact direct et indirect avec 
les cellules périphériques comme les macrophages périvasculaires et les cellules 
endothéliales et avec le sang. Ce contact rend les cellules microgliales sensibles aux 
changements métaboliques se produisant dans le système périphérique (Baufeld, et al., 
2016). De plus, une étude récente a montré une dépendance au microbiote intestinal pour le 
fonctionnement de la microglie mature (Erny, et al., 2015), suggérant donc que ce qui se 
produit en périphérie a un impact direct sur l’homéostasie du SNC.   
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Figure 10 : Rôles physiologiques décrits pour les cellules microgliales en phase 
développementale du SNC et en phase « adulte ». 
[Figure 1 de (Kierdorf et Prinz, 2017) reproduite avec la permission]. 
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7.3.3 Oligodendrocytes 
Les oligodendrocytes sont le troisième type de cellules gliales décrites dans le SNC. Ces 
cellules présentent un petit corps cellulaire dont le noyau contient une grande quantité de 
chromatine et les prolongements cytoplasmiques contiennent des granules, mais pas de 
fibres. Pío del Río-Hortega en a décrit quatre types : le premier génère plusieurs segments 
de myéline de petits diamètres dans diverses directions, le second ressemble au premier, mais 
produit des segments de myélines parallèles les uns aux autres, le troisième type entoure 
plusieurs axones de grands diamètres et le quatrième type a le corps cellulaire très près d’un 
seul très gros axone (Simons et Nave, 2016). Il s’agit du dernier type cellulaire à se former 
durant le développement du SNC. Sous forme mature, les oligodendrocytes sont fibreux et 
fragiles. Ils ne prolifèrent pas ni ne migrent. Toutefois les OPCs, dont sont issus les 
oligodendrocytes matures, sont hautement migratrices et prolifératives même chez les sujets 
adultes (Calver, et al., 1998; Young, et al., 2013; Goldman et Kuypers, 2015).  
7.3.3.1 La genèse des oligodendrocytes 
 Dans le cerveau, de même que dans la moelle épinière, la genèse des oligodendrocytes 
se produit en trois vagues dont la première est enclenchée par le signal Sonic hedgehog 
(SHH) (Orentas, et al., 1999; Nery, et al., 2001) puis une migration tangentielle et dorsale se 
produit jusqu’à une colonisation de la totalité du cerveau antérieur. Une seconde vague 
débute quelques jours plus tard dans le cerveau antérieur médial et migre dorsalement 
jusqu’au cortex. Finalement une troisième vague se produit un peu avant la naissance, de là 
débute une projection radiale à partir de la zone sous-ventriculaire (subventricular zone : 
SVZ) puis peuple le corps calleux et se mélange aux OPCs provenant des éminences 
ganglionnaires (Kessaris, et al., 2006). Il existe une haute redondance pour les précurseurs 
ventraux et dorsaux menant à un niveau normal d’oligodendrocytes et de myéline une fois à 
maturité (Kessaris, et al., 2006; Richardson, et al., 2006). De plus les propriétés 
électrophysiologiques des OPCs de provenance ventrale ou dorsale sont similaires (Tripathi, 
et al., 2011).  
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 Les mécanismes de régulation du développement des oligodendrocytes depuis les 
régions germinales du développement du SNC, à la maturation, à la migration puis à la 
différentiation des OPCs en oligodendrocytes matures jusqu’à la production de myéline par 
ces derniers sont hautement régulés à plusieurs niveaux. Cette régulation fait appel à de 
nombreuses voies de signalisation promotrices et inhibitrices dont de nombreux détails ont 
été décrits par (Mitew, et al., 2014).  
7.3.3.2 La migration des cellules progénitrices des oligodendrocytes OPCs 
Suite à leur migration, la population d’OPCs est distribuée de façon relativement 
uniforme dans le SNC adulte, cette distribution peut être attribuée au processus dynamique 
de la migration qui s’effectue de façon à repousser les autres OPCs (Hughes, et al., 2013). 
Cette migration est influencée, selon l’étape de développement, par l’expression des 
récepteurs de surface sur les OPCs et par leur emplacement dans le SNC, par de nombreux 
facteurs, soit des facteurs mitogéniques comme le platelet growth factor AA (PDGF-AA) 
(Miyamoto, et al., 2008) et le FGF-2 (Osterhout, et al., 1997), soit des facteurs d’adhésion 
et des molécules de contact présents dans la matrice extracellulaire (Garcion, et al., 2001; 
Bribian, et al., 2008; Mitew, et al., 2014) ou sur d’autres types cellulaires (Milner, et al., 
1996; Decker, et al., 2000; Schnadelbach, et al., 2000; Tiwari-Woodruff, et al., 2001; 
Prestoz, et al., 2004; Zhang, et al., 2004a; Biname, et al., 2013; Mitew, et al., 2014) de même 
que directement sur les OPCs en migration (Kirby, et al., 2006; Hughes, et al., 2013), soit 
par des molécules chimio-attractantes comme le PDGF-AA (Zhang, et al., 2004a), le FGF-2 
(Bribian, et al., 2006), la signalisation SHH (Merchan, et al., 2007), le C-X-C motif 
chemokine ligand (CXCL)12 (Dziembowska, et al., 2005), le CXCL1 (Tsai, et al., 2002) et 
les facteurs de la famille des semaphorines (Spassky, et al., 2002; Taniguchi, et al., 2009; 
Armendariz, et al., 2012). Tous ces processus et le message d’initiation de la différentiation 
sont possibles puisque les OPCs échantillonnent constamment leur environnement grâce à 
leurs prolongements mobiles et présentent un large éventail de récepteurs sensibles aux 
signaux perçus dans leur environnement (Kirby, et al., 2006; Hughes, et al., 2013).  
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7.3.3.3 La maturation des OPCs en oligodendrocytes myélinisants 
Lorsque les précurseurs sont bien en place ceux-ci doivent sortir du cycle cellulaire 
(Casaccia-Bonnefil, et al., 1999; Larocque, et al., 2005; Chew, et al., 2011) pour devenir des 
oligodendrocytes post-mitotiques dans lesquels la condensation de la chromatine permet 
d’éteindre les signaux prolifératifs comme Wnt, FGF et PDGF (Casaccia-Bonnefil, et al., 
1999; Larocque, et al., 2005; Chew, et al., 2011). Finalement, ces oligodendrocytes recevront 
une activation transcriptionnelle par le myelin regulatory factor (MYRF) menant à des 
oligodendrocytes matures exprimant différentes protéines essentielles à la formation de 
myéline (Emery, et al., 2009; Goldman et Kuypers, 2015).  
7.3.3.4 Le rôle de support trophique des oligodendrocytes aux neurones 
Au-delà de la simple production de myéline, les oligodendrocytes sont maintenant 
reconnus pour avoir un rôle important dans le support métabolique des neurones qu’ils 
enveloppent. En effet, les neurones sont de grands consommateurs d’énergie et n’ayant pas 
suffisamment d’énergie emmagasinée pour combler ces besoins, ils doivent être épaulés par 
les cellules gliales présentes au SNC. Les oligodendrocytes matures en phase de 
myélinisation ont des besoins énergétiques élevés qu’ils comblent en important du glucose 
et du lactate (Rinholm, et al., 2011) pour permettre la synthèse d’une grande quantité de 
lipides et donc permettre la production de myéline. Toutefois, lorsque la production de 
myéline est complétée, les besoins énergétiques des oligodendrocytes diminuent et ceux-ci 
peuvent survivre avec seulement la glycolyse. Des études ont montré que le surplus de 
molécules énergétiques que les oligodendrocytes produisent et captent est alors dérivé vers 
les axones myélinisés sous forme de lactate que les neurones peuvent utiliser dans la 
respiration mitochondriale pour produire une grande quantité d’ATP (Funfschilling, et al., 
2012). Les mécanismes de transport du glucose provenant de la circulation sanguine par les 
oligodendrocytes se produisent via le transporteur de glucose 1 (GLUT1) présent à la 
membrane plasmique du corps cellulaire des oligodendrocytes (Yu et Ding, 1998). Ce 
glucose est métabolisé au niveau intracellulaire et est relâché sous forme de lactate et de 
pyruvate, la source d’énergie préférentielle des neurones (Wyss, et al., 2011), dans l’espace 
péri-axonal par le monocarboxylate tranporter 1 (MCT1) (Rinholm, et al., 2011; Lee, et al., 
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2012b) d’où les neurones peuvent le capter par le transporteur MCT2 et l’utiliser pour 
combler leurs besoins métaboliques (Funfschilling, et al., 2012; Lee, et al., 2012b). 
L’activité du transporteur GLUT1 peut être augmentée par le récepteur acide 
N-méthyl-D-aspartique (NMDA) présent à la surface membranaire des oligodendrocytes 
pour répondre à une augmentation de l’activité neuronale qui enclenche une élévation de 
l’influx calcique et une relâche de glutamate (Saab, et al., 2016). De plus, les astrocytes 
contribuent également à l’apport énergétique des oligodendrocytes, et subséquemment au 
support que ces derniers offrent aux neurones, via le réseau de jonctions communicantes 
formé par l’expression de connexines Cx32 et Cx47 à la surface des oligodendrocytes et des 
Cx43 et Cx30 à la surface des astrocytes (Magnotti, et al., 2011; Niu, et al., 2016). La Figure 
11 présente un schéma récapitulatif des voies impliquées dans le support métabolique offert 
aux neurones par leurs oligodendrocytes myélinisants. 
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Figure 11 : Schéma récapitulatif de l'implication des oligodendrocytes dans le support 
métabolique offert aux neurones. 
[Figure 3 de (Philips et Rothstein, 2017) reproduite avec la permission]. 
(i) Au niveau synaptique, l’activité neuronale permet la relâche de Glu dans l’espace 
extracellulaire qui est recapté via le transporteur GLT-1 par les astrocytes. De plus, le 
recaptage de Glu active le captage de Glc par les astrocytes via le transporteur GLUT1 qui 
est alors converti en Pyr et en Lac. Le Lac peut être envoyé vers les neurones à travers les 
transporteurs MCT1/MCT4 et MCT2. Cet apport de Lac permet aux mitochondries des 
neurones de produire de l’ATP. (ii) Les astrocytes en contact au niveau du nœud de Ranvier 
des neurones peuvent transmettre des substrats métaboliques à travers les transporteurs 
MCT/MCT4 et MCT2 qui peuvent ensuite être utilisés par les mitochondries neuronales pour 
produire de l’énergie. (iii) La myéline provenant des oligodendrocytes comprend des régions 
compactées et d’autres non compactées. Les régions non compactées permettent le transport 
de métabolites vers les régions situées près de l’axone où ils peuvent alors être transportés 
vers les neurones. (iv) Ce transport se produit à travers les transporteurs MCT1 et MCT2, les 
neurones peuvent ensuite utiliser ces métabolites pour la synthèse d’ATP. (v) Les fonctions 
de support métabolique par les oligodendrocytes est régulée par la liaison du Glu aux 
récepteurs NMDA. Cette liaison est suivie par une augmentation du captage du Glc par les 
oligodendrocytes et une conversion de celui-ci en Lac pouvant être transféré aux neurones. 
(vi) Les oligodendrocytes utilisent également les jonctions communicantes avec les 
astrocytes pour se procurer du lactate. (Les abréviations pour cette figure : Glc, glucose; 
GLUT1, transporter de glucose 1; Lac, lactate; GLT-1, transporteur de glutamate; MCT, 
transporteur de monocarboxylate; Pyr, pyruvate; Glu, glutamate; ATP, adénosine 
triphosphate; NMDA, récepteur acide N-méthyl-D-aspartique; Cx, connexine.  
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7.3.3.5 Myéline 
L’enveloppe de myéline peut être vue comme une membrane constituée d’un empilement 
de plusieurs couches de même épaisseur produisant une gaine protectrice autour des axones 
d’une certaine taille. Sur un axone myélinisé, on retrouve une alternance de zones entourées 
de myéline et d’autres exemptes. Ces sections exemptes de myéline s’appellent Nœuds de 
Ranvier. C’est ainsi que peut se produire la conduction saltatoire, qui permet d’accélérer la 
vitesse de propagation de l’influx nerveux tout en permettant de faire des économies 
d’énergie pour les neurones et faciliter le transport en lactate depuis les oligodendrocytes tels 
que décrits précédemment.  
La gaine de myéline est formée, au niveau du SNC, par les oligodendrocytes myélinisants 
différenciés. Le processus de myélinisation s’effectue en plusieurs étapes dont les premières 
consistent à la prolifération et à la migration des OPCs puis à la différentiation de celles-ci 
suite à la reconnaissance de signaux présents dans l’environnement telle que décrite dans la 
section précédente. Lorsque les oligodendrocytes sont matures, ils peuvent commencer les 
étapes subséquentes qui seront discutées ci-dessous, soit l’excroissance de la membrane pour 
l’enveloppement axonal, la circulation des composants membranaires nécessaires à 
l’enroulement, la compaction de la myéline puis la formation des nœuds (Simons et Nave, 
2016).  
Lorsqu’un oligodendrocyte détecte un axone de taille suffisamment importante pour 
initier la myélinisation (Lee, et al., 2012a) il se produit de grands changements dans 
l’architecture membranaire. De plus certains signaux inhibiteurs ont été décrits afin de 
sélectionner les « bons » axones à myéliniser et aussi afin de myéliniser seulement les axones 
et non pas les autres composants cellulaires comme les dendrites ou les autres composants 
du SNC (Charles, et al., 2000; Piaton, et al., 2011; Syed, et al., 2011; Sharma, et al., 2015; 
Redmond, et al., 2016). La myéline s’étend alors comme une hélice tournant autour de 
l’axone sous forme d’une spirale ou d’un croissant (Pedraza, et al., 2009; Sobottka, et al., 
2011) en suivant deux mouvements distincts : la « langue » intérieure qui initie 
l’enroulement autour de l’axone sous la membrane précédemment déposée et l’extension 
latérale des membranes de myéline vers les régions nodales (Simons et Nave, 2016). Le 
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déplacement de la « langue » intérieure est poussé par la force de polymérisation et de 
désassemblage de filaments d’actine en combinaison avec la protéine MBP sous le contrôle 
de certains régulateurs comme ADF/cofilin1 afin de permettre la croissance du feuillet de 
myéline (Nawaz, et al., 2015; Zuchero, et al., 2015). Les bords latéraux, riches en 
cytoplasme, de chaque couche de myéline demeurent en contact avec l’axone et se déplacent 
à la manière d’une hélice vers le futur nœud où ils finissent par s’aligner et former la boucle 
para-nodale où il y a possiblement une stabilisation par l’ankyrin-G (Chang, et al., 2014). La 
membrane de l’oligodendrocyte se retrouve attachée à l’axone durant cette phase d’extension 
latérale (Zonta, et al., 2008; Pedraza, et al., 2009).  
On retrouve, au sein de la myéline en formation, des canaux cytoplasmiques dans les 
sections compactées de la myéline qui permettent le transport du matériel nécessaire à la 
zone en croissance. Les différentes composantes de la myéline sont synthétisées dans 
plusieurs localisations subcellulaires de l’oligodendrocyte pour être ensuite transportées vers 
le feuillet de myéline en formation. Ces composantes comprennent de nombreux lipides, 
dont plusieurs sont préassemblés avec des PLP (Simons, et al., 2000; Baron, et al., 2015) et 
le MBP (Wake, et al., 2011). D’abord les lipides et les protéines atteignent la membrane 
extérieure de la myéline puis diffusent latéralement. La protéine MBP est nécessaire à la 
compaction de la myéline. Cette protéine est produite grâce au transport de son ARN 
messager (ARNm) dans des granules cytoplasmiques et le processus de compaction 
s’effectue par la progression de la MBP de l’extérieur, c’est-à-dire près de l’axone, vers 
l’intérieur du feuillet (Colman, et al., 1982; Ainger, et al., 1993; Laursen, et al., 2011; 
Snaidero, et al., 2014). Comme le processus de production de la MBP s’effectue à une 
certaine distance du lieu de compaction, la protéine 2’,3’-cyclic nucleotide 
3’-phosphodiesterase (CNP1) permet de réguler la vitesse de compaction (Gravel, et al., 
1996; Snaidero, et al., 2014). Lorsqu’une protéine MBP se lie à deux feuillets 
cytoplasmiques adjacents, celle-ci interagit avec les protéines MBP déjà déposées, comme 
une polymérisation par des interactions latérales, entraînant un glissement de la membrane 
sur les surfaces cytoplasmiques de la bicouche de myéline (Aggarwal, et al., 2013). La 
liaison de la MBP à la membrane entraîne la neutralisation des charges et des changements 
conformationnels majeurs de la protéine (Harauz, et al., 2009; Aggarwal, et al., 2013; Bakhti, 
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et al., 2014). Cette formation de polymères de MBP mène à une déplétion des protéines 
associées à la membrane et produit une barrière permettant de limiter l’entrée de nouvelles 
protéines ayant un grand domaine cytoplasmique (Aggarwal, et al., 2011). Ainsi la partie 
compactée de la myéline s’appauvrit en glycoprotéines membranaires ce qui facilite 
l’association des surfaces extracellulaires des bicouches (Bakhti, et al., 2014). Finalement la 
couche de myéline compactée nouvellement formée est stabilisée par un échafaudage de 
filaments de septine sous la couche de membrane interne (Patzig, et al., 2016). 
 
7.4 Le système nerveux autonome 
Dans le cadre du deuxième article de cette thèse, nous nous sommes intéressés aux 
paramètres hémodynamiques des souris conscientes et des réponses cardiovasculaires de 
celles-ci suite à des administrations intraveineuses et intrathécales d’ET-1 ou de son 
précurseur, la big-ET-1. J’introduirai donc le système nerveux autonome puisque celui-ci est 
directement impliqué dans le maintien des fonctions cardiaques et dans les réponses 
pressives induites par l’administration centrale des endothélines. De plus, le SNA est 
également impliqué dans les fonctions digestives et sexuelles. Toutes ces fonctions peuvent 
être affectées par la neurodégénérescence chez les patients atteints de SEP (McDougall et 
McLeod, 2003; Kale, et al., 2009).    
7.4.1 « Anatomie » des systèmes sympathique et parasympathique (Marieb, 2005) 
Le système nerveux autonome (SNA) est responsable de l’innervation des muscles lisses, 
des muscles cardiaques et des glandes endocrines et exocrines, via l’action de neurones 
moteurs, dans le but d’assurer le bon fonctionnement de l’organisme. Ce système est sensible 
à plusieurs stimuli provenant de l’environnement et du milieu interne afin de réguler 
l’activité cardiaque, la pression artérielle, la température corporelle, la fonction digestive, la 
respiration et les fonctions sexuelles. La plupart des voies régulées par ce système 
n’atteignent pas le seuil de la conscience, bien que les centres nerveux supérieurs, c’est-à-dire 
la moelle épinière, le tronc cérébral, l’hypothalamus et le cortex cérébral via le système 
limbique, soient impliqués dans le contrôle du SNA (Marieb, 2005; Karemaker, 2017). Plus 
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particulièrement pour le système cardiovasculaire, le contrôle réflexe de la fréquence 
cardiaque, du diamètre des vaisseaux sanguins et la respiration s’effectue grâce à la 
formation réticulaire du tronc cérébral et plus précisément au niveau de la médulla 
oblongata. Toutefois l’hypothalamus est le ganglion principal du contrôle du SNA, dont 
certains noyaux permettent de coordonner, entre autres, l’activité cardiaque et la pression 
artérielle par des fonctions parasympathiques et sympathiques.  
7.4.1.1 Anatomie et morphologie du SNA 
Le SNA se distingue du SNC par son anatomie : les fibres nerveuses motrices qui le 
composent n’ont pas les mêmes effecteurs, efférences et neurotransmetteurs que les fibres 
du système somatique (Marieb, 2005; Brodal, 2010). Comme mentionné ci-dessus, le SNA 
innerve les muscles cardiaques, les muscles lisses ainsi que les glandes endocrines et 
exocrines. Les voies efférentes se distinguent également. En effet le SNA comprend des 
chaînes de deux neurones, soit un neurone pré-ganglionnaire, dont les axones sont minces et 
myélinisés, et un neurone post-ganglionnaire, dont l’axone est amyélinisé, qui projette à 
l’organe qu’il innerve (Wehrwein, et al., 2016). On retrouve le noyau du premier au niveau 
central alors que le deuxième se retrouve dans les ganglions à l’extérieur du SNC. Étant 
donné que ces neurones sont très rarement myélinisés, la vitesse de propagation des influx 
nerveux est nettement plus lente que dans le système somatique, en plus d’avoir une 
fréquence d’influx nerveux moins importante. Les fibres formant le système 
parasympathique émergent des nerfs craniens n° III, VII, IX et X et des segments sacrés (S2, 
S3 et S4) de la moelle épinière, d’où l’appellation système craniosacré, alors que les fibres 
formant le système sympathique émergent des régions thoracique et lombaire de la moelle 
épinière, d’où l’appellation système thoraco-lombaire (Marieb, 2005). Une autre particularité 
anatomique de ces deux systèmes est la longueur des fibres neuronales ainsi que la situation 
des ganglions qui les composent. En effet, le système sympathique se caractérise par de 
courtes fibres pré-ganglionnaires et de longues fibres post-ganglionnaires. Les ganglions 
sont situés près de la moelle épinière et sont organisés sous forme de chaînes para-vertébrales 
de part et d’autre de la colonne vertébrale et qui ressemblent à un chapelet de billes luisantes. 
De plus, les signaux des fibres pré-ganglionnaires peuvent remonter ou descendre le long de 
la chaîne para-vertébrale avant de faire synapse au niveau des fibres post-ganglionnaires. On 
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retrouve également dans le système nerveux sympathique des ganglions prévertébraux, 
intermédiaires et terminaux, c’est-à-dire des ganglions situés entre les ganglions 
para-vertébraux et l’organe cible. Ce faisant la réponse attribuable à l’activation de la voie 
sympathique peut être diffusée dans plusieurs régions. Quant au système parasympathique, 
on observe le contraire, c’est-à-dire de longues fibres pré-ganglionnaires et de très courtes 
fibres post-ganglionnaires se rendant près ou même à l’intérieur des organes cibles. Les 
ganglions du système parasympathique se trouvent très près ou directement dans les organes 
que le système innerve. Cette anatomie fait que l’activation de la voie parasympathique 
provoque des réponses très localisées (Thomas, 2011; Rang, et al., 2016b; Wehrwein, et al., 
2016; Westfall, et al., 2017; Katzung, 2018).  
7.4.1.2 Pharmacologie du SNA  
L’autre différence importante qui distingue le SNA est les neurotransmetteurs  
post-ganglionnaires libérés qui peuvent faire office d’excitateur ou d’inhibiteur selon le type 
de récepteurs présent au niveau de la cible. De façon générale, ces neurotransmetteurs vont 
agir soit en modifiant la perméabilité cellulaire aux ions, soit en activant ou en inhibant une 
enzyme au niveau intracellulaire (Marieb, 2005). Au niveau du SNA sympathique, la 
noradrénaline est le neurotransmetteur libéré, alors que les neurones du SNA 
parasympathique libèrent de l’acétylcholine (voir la Figure 12 pour un schéma récapitulatif) 
(Ernsberger, 2001; Marieb, 2005; Brodal, 2010; Wehrwein, et al., 2016; Karemaker, 2017; 
Katzung, 2018). Évidemment il s’agit ici d’une simplification schématique de la description 
des neurotransmetteurs du SNA, il existe des co-neurotransmetteurs et co-médiateurs 
peptidiques très importants, mais dont il ne sera pas question dans cette thèse. Les deux types 
de récepteurs de l’acétylcholine sont les récepteurs nicotiniques, des récepteurs de type 
ionique, qui ont pour effet de stimuler la cible, et les récepteurs muscariniques, des récepteurs 
métabotropes c’est-à-dire associés à l’activité d’une GPCR, dont les effets peuvent être 
stimulants ou inhibiteurs dépendamment de l’organe cible (Rang, et al., 2016a; Wehrwein, 
et al., 2016; Brown, et al., 2017; Hibbs et Zambon, 2017; Katzung, 2018). Les deux types 
de récepteurs à la noradrénaline sont les récepteurs α-adrénergiques et les récepteurs 
β-adrénergiques dont les effets peuvent être exciteurs ou inhibiteurs dépendamment du sous-
type de récepteur ainsi que de leur localisation tissulaire. La distribution des récepteurs 
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adrénergiques varie d’un organe à l’autre, certains expriment uniquement l’un ou l’autre ou 
les deux types à la fois (Marieb, 2005; Rang, et al., 2016c; Wehrwein, et al., 2016; Katzung, 
2018).  
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Figure 12 : Comparaison entre le système nerveux somatique et le système nerveux 
autonome.  
[Figure 14.2 de (Marieb, 2005) reproduite avec la permission]. 
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7.4.1.3 Rôles physiologiques au niveau du système cardiovasculaire 
Les systèmes sympathique et parasympathique innervent sensiblement les mêmes 
viscères et ont généralement des rôles antagonistes l’un de l’autre afin de créer un équilibre 
dynamique pour le bon fonctionnement de l’organisme. De façon générale, le système 
sympathique est mis à contribution en situation extrême, c’est-à-dire lors d’un danger 
imminent nécessitant une fuite ou un combat ou lors de situations de stress ainsi que lors de 
la pratique d’exercices. Alors que le système parasympathique est plutôt impliqué au repos 
pour faciliter la digestion (Marieb, 2005; Wehrwein, et al., 2016; Karemaker, 2017). Au 
niveau du système cardiovasculaire, le système parasympathique contribue à ralentir la 
fréquence cardiaque et permet la constriction des vaisseaux sanguins coronaires, 
responsables de l’irrigation du cœur, et des bronchioles, on attribue ainsi son influence au 
contrôle de la fonction cardiaque. Au contraire, les neurones sympathiques innervent le cœur 
où ils provoquent une augmentation du rythme cardiaque (RC), les vaisseaux sanguins 
périphériques où ils induisent une vasoconstriction, les vaisseaux sanguins irriguant les 
muscles squelettiques, le cerveau et les vaisseaux coronariens où ils produisent une 
vasodilatation, les poumons où ils induisent une broncho-dilatation, les glandes surrénales et 
les reins, produisant une panoplie d’effets directs et indirects sur le contrôle des fonctions 
cardiaques et vasculaires (Marieb, 2005; Brodal, 2010; Karemaker, 2017; Katzung, 2018). 
Donc, le contrôle neuronal du système cardiovasculaire est gouverné majoritairement par 
l’activité des nerfs sympathiques, avec un effet cardiaque limité, mais important des nerfs 
parasympathiques. Il faut donc comprendre que les vaisseaux sanguins étant innervés 
pratiquement uniquement par le système sympathique, celui-ci est en très grande partie 
responsable de la régulation de la pression artérielle par ce qu’on appelle le tonus 
sympathique, c’est-à-dire que les muscles lisses présents dans la paroi des vaisseaux 
sanguins sont constamment dans un état de constriction partielle. Ainsi, lorsque les besoins 
du corps changent d’état l’augmentation ou la diminution d’influx nerveux provenant du 
système sympathique permet de répondre rapidement en provoquant respectivement une 
vasoconstriction pour augmenter ou une vasodilatation pour diminuer la pression artérielle. 
Le maintien de l’équilibre de la pression artérielle est en partie contrôlé par les baroréflexes 
artériels selon le principe de rétrocontrôle négatif (Thomas, 2011; Karemaker, 2017; 
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Katzung, 2018). Lorsqu’il y a un changement important dans la pression artérielle captée par 
des récepteurs sensibles à l’étirement dans la paroi du sinus carotidien et de la crosse 
aortique, appelés barorécepteurs, un signal est envoyé via les nerfs glossopharyngiens et 
vagues vers le noyau du tractus solitaire (nucleus tractus solitarius : NTS) provoquant un 
changement des efférences des systèmes sympathiques et parasympathiques afin d’ajuster le 
débit cardiaque et la résistance vasculaire et ramener la pression artérielle à un niveau de 
base. Ces barorécepteurs sont très sensibles aux variations de l’étirement de la paroi 
vasculaire, ainsi on constate une réponse phasique de l’influx nerveux, soit une augmentation 
au moment du début de la systole et une réduction en fin de systole et au cours de la diastole 
(Thomas, 2011).  
7.4.2 Implication de l’axe endothélinergique dans le contrôle autonomique 
L’expression des gènes ainsi que des protéines associées à l’axe endothélinergique est 
largement distribuée dans l’ensemble du système nerveux. On y retrouve de l’ET-1 et de 
l’ET-3 (Matsumoto, et al., 1989; Takahashi, et al., 1991; Kuwaki, et al., 1997), les enzymes 
de conversion de l’endothéline (ECE)-1 et ECE-2 (Hashim et Tadepalli, 1991; Shinyama, et 
al., 1991; Warner, et al., 1992a; Warner, et al., 1992b; Xu, et al., 1994; Emoto et 
Yanagisawa, 1995) de même que les récepteurs ETA et ETB (Arai, et al., 1990; Sakurai, et 
al., 1990). On retrouve plus particulièrement ce peptide et ses récepteurs dans des sites 
d’importance pour le contrôle central des fonctions autonomes (Giaid, et al., 1989; Jones, et 
al., 1989; Koseki, et al., 1989; Lee, et al., 1990; MacCumber, et al., 1990; Yoshizawa, et al., 
1990; Banasik, et al., 1991). De plus on retrouve une grande activité ECE au niveau de la 
médulla oblongata et de l’hypothalamus (Warner, et al., 1992a). Les effets cardiovasculaires, 
en particulier l’augmentation de la pression artérielle, de l’administration intra-cisternale 
(i.c.) ou intra-cérébro-ventriculaire (i.c.v.) d’ET-1 chez le rat est largement attribuable à un 
changement des signaux provenant du système sympathique (Yamamoto, et al., 1992; Ono 
et Kaneko, 1995; Kuwaki, et al., 1997). Comme il sera discuté un peu plus loin dans cette 
introduction, l’administration centrale d’ET-1 chez le rat conscient et anesthésié devient 
létale à une certaine dose, dû aux effets dépresseurs respiratoires (Ouchi, et al., 1989). De 
plus, à fortes doses centrales des effets vasoconstricteurs cérébraux ont pu être observés, 
ayant un impact sur la circulation systémique  (Fuxe, et al., 1989; Macrae, et al., 1991; 
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Shinyama, et al., 1991; Rebello, et al., 1995; Sharkey et Butcher, 1995). Comme mentionné 
précédemment, la médulla oblongata est une structure très importante dans le contrôle du 
SNA. La surface ventrale de la médulla oblongata (ventral surface of the medulla oblongata : 
VSM) est la partie du SNC la plus sensible à l’application locale d’ET-1 et mène aux mêmes 
effets cardio-respiratoires obtenus avec une administration i.c. d’ET-1 (Kuwaki, et al., 1991). 
La VSM est située juste à côté de la médulla ventro-latérale rostrale (rostral ventrolateral 
medulla : RVLM) qui se trouve être le site contenant les neurones pré-moteurs dont les 
axones descendants forment l’entrée excitatrice des neurones pré-ganglionnaires 
sympathiques de la moelle épinière (Kumada, et al., 1990; Dampney, 1994). Le NTS est le 
site majeur des projections des fibres afférentes provenant des viscères des nerfs crâniens 
VII, IX et X. Le sinus carotidien et les nerfs dépresseurs aortiques traversent les nerfs IX et 
X afin de projeter les afférences dans certains sous-noyaux du NTS (Kuwaki, et al., 1997). 
L’administration locale d’ET-1 au niveau du NTS, chez le rat anesthésié, produit des effets 
controversés, soit une élévation de la pression artérielle (Mosqueda-Garcia, et al., 1993; 
Kuwaki, et al., 1997) soit une réduction de la pression artérielle (Ferguson et Smith, 1990; 
Hashim et Tadepalli, 1992) selon la dose d’agoniste administrée ainsi que le site d’injection 
au niveau du NTS. L’area postrema est une région épendymaire spécialisée appelée organe 
circonventriculaire caractérisée par une absence de BHE permettant donc le passage aux 
messagers chimiques circulants. Cette zone est interconnectée avec le NTS et avec le noyau 
moteur dorsal du nerf vague (dorsal moter nucleus of the vagus nerve : DMNV) recevant 
donc des afférences provenant du nerf sinusal carotidien, du nerf vague et des noyaux 
hypothalamiques dorso-médiaux et para-ventriculaires (Panneton et Loewy, 1980; Hosoya 
et Matsushita, 1981; Ciriello, 1983; Luiten, et al., 1985). Une administration locale d’ET-1 
dans l’area postrema provoque une diminution de la pression artérielle (Ferguson et Smith, 
1990; Mosqueda-Garcia, et al., 1993). Finalement dans la substance grise périaquéductale 
(periaqueductal grey : PAG), un groupe de neurones servant à relayer les informations en 
provenance de l’hypothalamus vers la médulla oblongata et connu pour avoir un impact sur 
les fonctions cardiovasculaires (Kuwaki, et al., 1991), l’administration locale d’ET-1 
provoque l’augmentation de la pression artérielle tout en ayant un impact sur le 
comportement des rats conscients (D'Amico, et al., 1994; D'Amico, et al., 1995; D'Amico, 
et al., 1996).  
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Contrairement au modèle de rat, la souris est plus facile à modifier génétiquement, mais 
il est plus difficile de procéder à l’administration locale de peptides exogènes au niveau 
central. Les études effectuées grâce aux souris génétiquement modifiées afin de réprimer les 
différents composants de la voie endothélinergique ont permis de montrer que le peptide 
endogène pouvait avoir un rôle dans le contrôle physiologique du système 
cardio-respiratoire, puisque les souris ET-1 KO présentaient de l’hypertension, une 
suractivité sympathique et un déficit du réflexe respiratoire tous sous le contrôle de la RVLM 
(Kurihara, et al., 1994; Kuwaki, et al., 1996). De même que les souris réprimées 
génétiquement pour l’ET-3 et le récepteur ETB présentent une pression artérielle plus élevée 
que leurs congénères de type sauvage (Kuwaki, et al., 1997), en plus de présenter un défaut 
dans le développement des mélanocytes épidermales et le développement d’un mégacôlon 
(Baynash, et al., 1994). 
7.4.3 Effets de l’administration centrale d’ET-1 
Tel que mentionné précédemment, l’ET-1 ainsi que ses récepteurs et l’ECE sont présents 
au niveau du SNC (Giaid, et al., 1989; Kar, et al., 1991; Kohzuki, et al., 1991; Shinyama, et 
al., 1991; Niwa, et al., 1992). Le SNC étant imperméable à l’endothéline, des voies 
d’administration directe au niveau du SNC doivent être employées pour l’étude de l’effet de 
ce peptide au niveau central. Pour ce faire des techniques d’administration i.c.v., i.c. ou 
intrathécale (i.t.c.) ont été employées chez le rat conscient et anesthésié (Kawano, et al., 
1989; Ouchi, et al., 1989; Giuliani, et al., 1991; Han, et al., 1991; Macrae, et al., 1991). 
Des études ont d’abord démontré que les endothélines dans le SNC jouaient un rôle de 
neurotransmetteurs ou de neuro-modulateurs (Dashwood et Loesch, 2010) en plus d’avoir 
un impact sur le flot sanguin cérébral (Macrae, et al., 1991) et sur le système cardiovasculaire 
(Mosqueda-Garcia, et al., 1993; Rebello, et al., 1995).  
7.4.3.1 Effets cardiovasculaires de l’administration centrale d’ET-1 
Gulati et al. (1997) ont rapporté que la chute de pression artérielle observée suite à 
l’administration cérébro-ventriculaire d’ET-1 est accompagnée par une chute de l’activité 
sympathique via l’activation des récepteurs ETA (Gulati, et al., 1997). Alors que d’autres 
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groupes ont plutôt démontré qu’une administration i.c.v. ou i.t.c. d’ET-1 produisait, chez le 
rat anesthésié, une augmentation de la pression artérielle moyenne (PAM) accompagnée par 
une élévation des niveaux de catécholamines sériques (Ouchi, et al., 1989; Macrae, et al., 
1991). Par la suite Poulat et al. ont rapporté en 1994, que ce même type d’augmentation de 
pression artérielle était mesuré chez le rat conscient suite à l’administration i.t.c. d’ET-1 ou 
de son précurseur, la big-ET-1 (Poulat, et al., 1994). Dans cette étude, il a aussi été montré 
que l’ET-1 administrée au niveau central produisait des effets toxiques létaux à de faibles 
doses auxquelles les rats semblaient développer une désensibilisation n’affectant pas la 
réponse pressive à ce peptide. De plus, ces effets toxiques, de même que les réponses 
cardiovasculaires obtenues suite à l’administration centrale d’ET-1 sont dépendants de la 
présence du récepteur ETA, dont d’autres études avaient précédemment montré la présence 
au niveau de la moelle épinière chez le rat (Gulati, 1991; Bertelsen, et al., 1992).  
De plus, cette étude de Poulat et al. a aussi montré que l’augmentation de la pression 
artérielle suite à l’administration d’ET-1 i.t.c. n’était pas attribuable à un passage du peptide 
vers la circulation périphérique puisque la BHE est imperméable à l’ET-1 (Mima, et al., 
1989; Kadel, et al., 1990; Rubanyi et Polokoff, 1994), mais bien un effet stimulant du 
système sympathique puisqu’un traitement avec la phentolamine, un antagoniste des 
récepteurs α-adrénergiques, permet de bloquer la réponse à l’ET-1 i.t.c. (Poulat, et al., 1994) 
alors que ce même traitement n’a pas d’effet lorsque le peptide est administré par voie 
veineuse (Yanagisawa, et al., 1988). De plus, des études ont montré que les effets presseurs 
suite à l’administration i.t.c. n’étaient pas induits par une structure supraspinale puisque des 
peptides administrés par cathétérisation spinale demeurent près du site d’administration 
(Cridland, et al., 1987; Suter et Coote, 1987; Fairbanks, 2003). 
7.4.3.2 Facteurs à considérer pour l’étude de la réponse cardiovasculaire à 
l’administration centrale d’ET-1  
Un élément important pouvant influencer la réponse pressive à l’ET-1 au niveau spinal 
est le site d’administration. En effet, deux études ayant utilisé deux techniques légèrement 
différentes de cathétérisation spinale pour l’administration du peptide pour laquelle l’une 
permet l’injection au niveau lombosacré de la moelle épinière et l’autre dans la région T10 
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ont permis d’observer des résultats différents. Dans la première, il y a une élévation de la 
pression artérielle dépendante de la dose d’ET-1 administrée d’environ 25 à 35 mm Hg alors 
que dans la deuxième ils obtiennent une réduction de la pression artérielle dose-dépendante 
d’environ 10 à 20 mm Hg pour la même échelle de doses que dans la première étude 
(Giuliani, et al., 1991; Han, et al., 1991). Un autre constat que l’étude de Poulat et al. en 
1994 a permis de démontrer est que la bradycardie suivant l’administration spinale d’ET-1 
est induite par le réflexe vagal (Poulat, et al., 1994).  
Aussi des différences peuvent être observées quant aux réponses cardiovasculaires 
induites par l’administration centrale d’ET-1 chez les rats anesthésiés et conscients. En effet, 
dans une étude chez le rat anesthésié dans laquelle une administration i.t.c. d’ET-1 
provoquait une augmentation de la PAM, l’utilisation d’un prétraitement avec une molécule 
bloquant la neurotransmission sympathique réduisait la variation de pression artérielle 
induite par l’ET-1 administrée subséquemment (Giuliani, et al., 1991). Alors qu’un 
prétraitement avec du pentolinium, un bloqueur ganglionnaire nicotinique, permettait, chez 
le rat conscient, de réduire la bradycardie provoquée par l’administration spinale d’ET-1 sans 
avoir d’incidence sur l’augmentation de la pression artérielle (Poulat, et al., 1994) ainsi que 
d’abolir l’augmentation de la perméabilité vasculaire pulmonaire induite par l’administration 
i.t.c. d’ET-1 (Poulat et Couture, 1998).  
Un autre élément à considérer lors de l’étude d’agents d’intérêts directement au niveau 
central est les caractéristiques physico-chimiques de la drogue à l’étude. En effet ces 
caractéristiques, par exemple la densité de la substance par rapport à la densité du liquide 
céphalorachidien (aussi appelé baricité) ou la lipophilicité/hydrophilicité de la drogue, 
peuvent avoir un impact direct sur la distribution du produit dans les compartiments 
tissulaires (Hocking et Wildsmith, 2004). Étant donné la composition tissulaire particulière 
de la moelle épinière, la myéline, très riche en lipides, peut avoir une incidence sur la 
distribution des drogues administrées au niveau spinal (Fairbanks, 2003). De même les 
propriétés pharmacocinétiques des produits au niveau spinal diffèrent de ces mêmes 
propriétés au niveau systémique (Shafer et Shafer, 1999). Aussi, les drogues administrées 
directement au niveau spinal peuvent s’avérer toxiques et provoquer des effets indésirables 
comme de l’inflammation, une démyélinisation ou la mort (Fairbanks, 2003). D’ailleurs 
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Poulat et al. ont bien démontré les effets létaux de l’ET-1 lorsqu’administrée par voie i.t.c. 
chez le rat (Poulat, et al., 1994). 
7.4.3.3 Administration centrale (i.t.c.) chez la souris 
Selon la recension des écrits effectuée dans le cadre de la préparation de cette thèse, ce 
type d’étude des effets cardiovasculaires induits par une administration centrale d’ET-1, ou 
tout autre agent susceptible d’induire une réponse pressive lorsqu’administré par voie 
centrale, n’a pas été réalisé chez la souris. Toutefois, plusieurs études sur la douleur ont été 
réalisées dans ce modèle animal (Fairbanks, 2003). En fait, une technique de ponction 
lombaire directe chez la souris consciente a été décrite en 1980 permettant d’administrer des 
drogues au niveau de l’espace entre les vertèbres lombaires 5 et 6 (Hylden et Wilcox, 1980). 
L’un des avantages majeurs de cette technique est de pouvoir administrer la molécule 
d’intérêt directement chez l’animal conscient, sans nécessiter d’anesthésier l’animal à des 
fins de cathétérisation et sans obligation de laisser un temps de récupération post-opératoire. 
Toutefois, il n’est pas possible de valider le site d’administration du produit puisque l’aiguille 
utilisée pour effectuer l’injection est retirée aussitôt que celle-ci est réalisée. Bien que cette 
technique soit sans douleur, la manipulation de l’animal conscient peut mener à un certain 
niveau de stress temporaire pouvant avoir une incidence sur les mesures désirées.  
 
7.5 Rôles de l’interleukine 33 (IL-33) dans la SEP 
 Comme il sera vu dans les sections suivantes, l’IL-33 a été montrée dans certaines 
maladies neurodégénératives dont la SEP. De plus puisque la chymase est l’une des enzymes 
impliquées dans le clivage de l’IL-33 sous une forme libre  ayant une activité plus importante 
nous nous sommes intéressés à cette interleukine dans le cadre du deuxième article intégré à 
cette thèse.  
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7.5.1 Présentation de l’IL-33 
L’IL-33 est une « nouvelle » cytokine décrite au début des années 2000 (Schmitz, et al., 
2005). D’abord décrite en tant que protéine nucléaire désignée sous le nom nuclear factor 
from high endothelial venules (NF-HEV) dont la localisation chromosomique humaine se 
situe sur le bras court du chromosome 9 (Baekkevold, et al., 2003) et sur la région synténique 
du chromosome 19 chez la souris (Schmitz, et al., 2005). Il est maintenant reconnu qu’il 
s’agit d’une cytokine associée à la chromatine nucléaire (Carriere, et al., 2007).  Elle fait 
partie de la famille des IL-1 (Schmitz, et al., 2005) reconnues pour altérer la réponse de 
l’hôte vis-à-vis une attaque immunitaire, infectieuse ou inflammatoire (Dinarello, 1988). 
Tout comme les autres membres de cette famille de cytokines, l’IL-33 présente une structure 
secondaire en trèfle bêta (Lingel, et al., 2009). Elle contient, au niveau de sa partie 
N-terminale, une structure hélice-coude-hélice semblable à un homéodomaine qui est 
important pour sa localisation nucléaire, son association avec l’hétérochromatine et son 
activité répressive transcriptionnelle (Baekkevold, et al., 2003; Carriere, et al., 2007).  
Il existe deux formes de l’IL-33, soit la forme nucléaire et la forme libre. Sous sa forme 
nucléaire, elle est liée à l’histone (Roussel, et al., 2008), son rôle serait alors de moduler 
l’expression de certains gènes codant pour des cytokines via son interaction avec le facteur 
de transcription nuclear factor κB (NF-κB) (Ali, et al., 2011). Un processus de libération de 
cette cytokine survient lorsque les cellules subissent des dommages nécrotiques ou des stress, 
ce qui a mené la communauté scientifique à supposer que celle-ci agissait en tant qu’alarmine 
pour le système immunitaire (De la Fuente, et al., 2015; Martin et Martin, 2016; Travers, et 
al., 2018).  
La protéine pleine longueur peut être clivée par des protéases issues des neutrophiles et 
des mastocytes et être libérée sous une forme mature plus courte qui semble avoir une activité 
de 10 à 30 fois plus importante que la forme nucléaire (Figure 13) (Lefrancais, et al., 2012; 
Lefrancais, et al., 2014; Roy, et al., 2014). Son activité peut également être régulée par 
l’action des caspases-1, -3 et -7; une fois clivée, cette forme de l’IL-33 devient inactive 
(Cayrol et Girard, 2009; Luthi, et al., 2009; Ali, et al., 2010; Lefrancais et Cayrol, 2012).  
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L’IL-33 est constitutivement exprimée par plusieurs types de cellules dont les cellules 
endothéliales, les cellules épithéliales (Moussion, et al., 2008; Pichery, et al., 2012) et par 
les cellules gliales au niveau du SNC (Pichery, et al., 2012; Gadani, et al., 2015). Son 
expression peut également être induite sous certaines conditions inflammatoires (Byers, et 
al., 2012; Talabot-Ayer, et al., 2012; Hardman, et al., 2013). 
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Figure 13 : Mécanismes proposés pour l'augmentation de l'activité de l'IL-33. 
[Figure 2a de (Liew, et al., 2016) reproduite avec la permission]. 
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7.5.2 Les récepteurs de l’IL-33 
L’IL-33 se lie au récepteur transmembranaire de type Toll-like receptor, le ST2, présent 
à la membrane de très nombreux types cellulaires dont entre autres sur les mastocytes et les 
cellules Th2 (Lohning, et al., 1998; Moritz, et al., 1998; Coyle, et al., 1999; Townsend, et 
al., 2000).  Cette liaison permet l’hétérodimérisation avec le récepteur IL-1RAcP (Lingel, et 
al., 2009; Liu, et al., 2013) et permet ensuite la signalisation intracellulaire dont les voies 
classiques de la famille de l’IL-1 soit les voies NF-κB et mitogen-activated protein kinases 
(MAPK) (Figure 14) (Brint, et al., 2002; Dunne et O'Neill, 2003; Chackerian, et al., 2007).  
Il existe quatre formes du récepteur ST2 issues de l’épissage alternatif, soit la forme liée 
aux membranes (ST2L), la forme soluble (sST2), la forme ST2V identique au sST2, mais 
n’exprimant pas le troisième domaine extracellulaire d’immunoglobuline et la forme ST2VL 
n’ayant pas de domaine transmembranaire et décrit uniquement chez le poulet (Yanagisawa, 
et al., 1993; Bergers, et al., 1994; Tominaga, et al., 1999; Li, et al., 2000; De la Fuente, et 
al., 2015). On retrouve le récepteur ST2L chez les fibroblastes, les mastocytes, les 
éosinophiles, les lymphocytes Th2, les cellules dendritiques et de façon induite sur les 
macrophages (Bergers, et al., 1994; Lohning, et al., 1998; Moritz, et al., 1998; Coyle, et al., 
1999; Cherry, et al., 2008; Kurowska-Stolarska, et al., 2009; Rank, et al., 2009). Le récepteur 
sST2 est exprimé par les mastocytes, les fibroblastes et par les cellules endothéliales qui ont 
été induites par les cytokines (Bergers, et al., 1994; Rossler, et al., 1995; Kumar, et al., 1997). 
Cette version soluble du récepteur semble être une autre façon de réguler l’activité de cette 
cytokine en séquestrant l’IL-33 et donc bloquant la réponse pro-inflammatoire induite par 
celle-ci (Schmitz, et al., 2005; Hayakawa, et al., 2007; Liew, et al., 2016).  
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Figure 14 : Signalisation et régulation négative de la signalisation de l'IL-33. 
[Figure 3 de (Liew, et al., 2016) reproduite avec la permission]. 
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7.5.3 Rôles en conditions normales et pathologiques de l’IL-33 
Plusieurs rôles ont été imputés à cette cytokine et les effets dépendent du type cellulaire 
activé, ceux-ci inclus la prolifération, la survie et la migration des cellules lymphoïdes et 
myéloïdes, la production de médiateurs immunitaires de type 2 (IL-5, IL-13), l’augmentation 
de la différentiation des cellules T dont les Th2, les Tregs et les type 2 lymphoid cells (ILC2s) 
(Lott, et al., 2015; Molofsky, et al., 2015; Peine, et al., 2016), la polarisation des 
macrophages en type M2 (Kurowska-Stolarska, et al., 2009) et l’expression de epidermal 
growth factor-like molecule amphiregulin (AREG) (Arpaia, et al., 2015) permettant 
l’amélioration des fonctions immunitaires régulatrices et le support de la réparation tissulaire 
(Zaiss, et al., 2015). La Figure 15 schématise certains de ces rôles selon le type cellulaire 
immunitaire (De la Fuente, et al., 2015). 
En lien avec tous ces rôles, l’axe IL-33/ST2 a été démontré augmenté dans plusieurs 
pathologies au niveau systémique, par exemple dans des désordres respiratoires comme 
l’asthme ou les allergies (Prefontaine, et al., 2009; Prefontaine, et al., 2010; Kamekura, et 
al., 2012), dans des maladies inflammatoires de l’intestin comme les colites ulcéreuses et la 
maladie de Crohn (Beltran, et al., 2010; Pastorelli, et al., 2010; Sponheim, et al., 2010), dans 
l’arthrite rhumatoïde (Tang, et al., 2013) et les maladies de la peau comme la dermatite 
atopique, le psoriasis et le vitiligo (Tang, et al., 2013). Plus particulièrement en lien avec la 
forme soluble du récepteur, des études ont démontré une élévation des niveaux de sST2 
sériques chez l’Homme lors de pathologies telles que l’asthme (Oshikawa, et al., 2001; Ali, 
et al., 2009; Watanabe, et al., 2018), l’inflammation allergique des voies respiratoires 
(Tajima, et al., 2003; Bajwa, et al., 2015; Vocca, et al., 2015; Zhao et Zhao, 2015), l’infarctus 
du myocarde (Weinberg, et al., 2003; Shimpo, et al., 2004; Weir, et al., 2010; Broch, et al., 
2012) et le choc septique (Brunner, et al., 2004; Hoogerwerf, et al., 2010; Parenica, et al., 
2012). De plus, des effets bénéfiques ont été montrés lors de l’administration de sST2 dans 
des modèles animaux pathologiques (Coyle, et al., 1999; Sweet, et al., 2001; Leung, et al., 
2004; Yin, et al., 2012; De Grove, et al., 2018).  
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Figure 15 : Rôles de la signalisation induite par l'IL-33 dans la réponse immunitaire. 
[Figure 2 de (De la Fuente, et al., 2015) reproduite avec la permission]. 
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7.5.4 L’IL-33 dans le SNC 
Le SNC présente le plus haut niveau d’expression d’IL-33 parmi les organes étudiés 
(Schmitz, et al., 2005). L’IL-33 est exprimée de façon constitutive par les cellules 
endothéliales cérébrales, les astrocytes et les oligodendrocytes, mais pas par la microglie et 
les neurones (Yasuoka, et al., 2011; Reverchon, et al., 2017; Yang, et al., 2017). Quant aux 
récepteurs, les cellules endothéliales expriment la forme soluble du récepteur (sST2) et le 
co-récepteur IL-1RAcP, les astrocytes et les cellules microgliales expriment le récepteur 
membranaire (ST2), la forme soluble (sST2) et le co-récepteur IL-1RAcP alors que les 
neurones expriment uniquement le co-récepteur IL-1RAcP (Yasuoka, et al., 2011). Durant 
le développement du SNC, l’expression de l’IL-33 est élevée au moment du développement 
post-natal chez la souris (Wicher, et al., 2013). Le rôle physiologique proposé au niveau du 
SNC est similaire à celui au niveau systémique, c’est-à-dire induire la production de 
cytokines pro-inflammatoires, induire la prolifération microgliale et réguler à la hausse la 
phagocytose (Yasuoka, et al., 2011). 
7.5.5 Contribution de l’IL-33 dans les maladies neurodégénératives 
Tous ces rôles ont mené à l’étude de l’implication de cette cytokine dans des maladies 
neurodégénératives caractérisées par un état inflammatoire au niveau central telle la maladie 
d’Alzheimer et la SEP de même que dans la réparation tissulaire suite à des dommages 
traumatiques. Dans le cas de la maladie d’Alzheimer, l’IL-33 et son récepteur ST2 sont 
fortement exprimés dans les environs des plaques amyloïdes et des enchevêtrements 
neurofibrillaires des cellules gliales (Xiong, et al., 2014). Chez la souris, l’IL-33 joue un rôle 
important dans la réparation neuronale dans le cerveau âgé et son absence permet le dépôt 
anormal de la protéine Tau (Carlock, et al., 2017). De plus, l’administration d’IL-33 atténue 
les signes pathologiques en promouvant le recrutement et l’activité phagocyte des cellules 
microgliales via la régulation de la réponse inflammatoire (Fu, et al., 2016).  
Chez les patients atteints de SEP, les niveaux d’IL-33 a été mesurée à la hausse dans le 
sérum (Alsahebfosoul, et al., 2017), dans le liquide céphalo-rachidien (Sosvorova, et al., 
2015; Jafarzadeh, et al., 2016) et au niveau des cellules du SNC (Christophi, et al., 2012; 
67 
 
Allan, et al., 2016) de même qu’il a été montré que le niveau du récepteur ST2 est augmenté 
au niveau central (Allan, et al., 2016; Zandee, et al., 2017). Afin d’expliquer le rôle de cette 
cytokine dans la SEP, des études ont été menées avec des cultures cellulaires de précurseurs 
d’oligodendrocytes et avec des modèles murins. In vitro, l’administration d’IL-33 aide à la 
réparation de la myéline et promeut la différentiation des cellules progénitrices des 
oligodendrocytes vers une forme mature et productrice de myéline (Natarajan, et al., 2016).  
Les résultats dans le modèle EAE semblent toutefois contradictoires selon les souches de 
souris utilisées de même que selon les types de traitements incluant la voie d’administration, 
les doses employées ou le moment choisi pour procéder au traitement. Ainsi certaines études 
ont montré des effets bénéfiques de l’IL-33 et de la présence du récepteur ST2 via une 
réduction des cytokines pro-inflammatoires et l’augmentation de cytokines 
anti-inflammatoires et donc influençant les réponses immunitaires et les cellules gliales 
(Jiang, et al., 2012; Milovanovic, et al., 2012; Chen, et al., 2015; Xiao, et al., 2018). Alors 
que d’autres ont plutôt montré un effet néfaste de l’IL-33 par l’augmentation de cytokines 
pro-inflammatoires et la réduction de la myélinisation (Li, et al., 2012a; Allan, et al., 2016).  
 
7.6 Le TNF-α 
Le TNF-α est une importante cytokine ayant de nombreux rôles dans le maintien de 
l’homéostasie de l’organisme, mais également dans certaines pathologies inflammatoires 
comme la SEP. Cette cytokine traverse la BHE par un système de transport spécifique 
saturable (Gutierrez, et al., 1993). Le TNF-α peut être produit sous forme transmembranaire 
ou soluble (Kriegler, et al., 1988; Black, et al., 1997; Moss, et al., 1997). Dans un modèle 
de choc septique, la chymase murine de type mMCP-4 (soit l’homologue murin de la 
chymase humaine), dégrade le TNF-α, tant sous sa forme soluble que transmembranaire, 
sans toutefois avoir d’impact substantiel sur l’expression génique ou protéique de cette 
cytokine (Piliponsky, et al., 2012).  
Le TNF-α induit ses effets par l’activation de deux sous-types de récepteurs, soit le 
TNFR1 et le TNFR2 (Grell, et al., 1995). Ces deux récepteurs sont présents sur de nombreux 
68 
 
types cellulaires systémiques, mais également au niveau du SNC. Alors que le TNFR1 est 
ubiquitaire et exprimé de façon constitutive, le TNFR2 est exprimé seulement sur les cellules 
immunitaires, les cellules endothéliales et plusieurs types cellulaires du SNC (Probert, 2015). 
Dans le SNC se sont les cellules microgliales qui sont les plus grandes productrices de 
TNF-α, mais cette cytokine peut également être produite par les astrocytes et les cellules 
épendymaires du plexus choroïde en réponse à un stimulus inflammatoire (Lieberman, et al., 
1989; Sawada, et al., 1989; Chung et Benveniste, 1990) ou par les neurones et les cellules 
immunitaires infiltrantes en conditions pathologiques (Liu, et al., 1994; Botchkina, et al., 
1997).  
L’activation du récepteur TNFR1 mène, selon le complexe activé, à différentes cascades 
de signalisation impliquées dans l’inflammation (Micheau et Tschopp, 2003; Walczak, 
2011), la dégénérescence tissulaire, l’activation des cellules immunitaires (Mehta, et al., 
2018), la survie et la prolifération cellulaire, mais également à l’apoptose (Wallach, et al., 
1999; Micheau et Tschopp, 2003; Wang, et al., 2008; Wilson, et al., 2009) et la nécrose 
programmée (Sun, et al., 2012; Pasparakis et Vandenabeele, 2015). Alors que l’activation 
du récepteur TNFR2, également impliqué dans l’activation du système immunitaire et des 
processus inflammatoires, entraîne plutôt des évènements cellulaires impliqués dans la 
réparation tissulaire, la survie et la prolifération cellulaire (Probert, 2015) (Figure 16). Tous 
ces processus de signalisation induits par l’activation des récepteurs par le TNF-α doivent 
être finement régulés et lorsqu’il y a un manquement dans cette régulation, on constate que 
le TNF-α est alors impliqué dans certaines physiopathologies inflammatoires auto-immunes 
comme l’arthrite rhumatoïde (Keffer, et al., 1991; Kontoyiannis, et al., 1999) pour laquelle 
l’utilisation de médicaments ciblant cette cytokine a été approuvée (Monaco, et al., 2015). Il 
est à noter toutefois que les études cliniques chez les patients SEP ayant utilisé des molécules 
non-sélectives ciblant le TNF-α et ses récepteurs ont été abandonnées étant donné 
l’aggravation des symptômes des patients traités (van Oosten, et al., 1996; MSStudyGroup, 
et al., 1999; Alnasser Alsukhni, et al., 2016). Ces études ont permis de montrer que 
contrairement à ce qui se produit en périphérie, le TNF-α et ses récepteurs ont, au niveau du 
SNC, un double effet bénéfique et délétère en conditions physiopathologiques. Ainsi donc le 
rôle de cette cytokine dans la SEP est ambigu (van Oosten, et al., 1996; MSStudyGroup, et 
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al., 1999; Probert, 2015). En effet, le TNF-α favorise la régénération tissulaire par exemple 
dans la remyélinisation (Arnett, et al., 2001). Comme mentionné précédemment, le TNF-α 
peut induire l’inflammation et le recrutement des cellules immunitaires et ainsi promouvoir 
la destruction tissulaire par l’activation du récepteur TNFR1 (Kalliolias et Ivashkiv, 2016). 
Aussi en conditions pathologiques, le TNF-α induit l’adhérence des cellules immunitaires 
aux vaisseaux sanguins cérébraux par l’augmentation de l’expression de molécules 
d’adhésion comme la protéine 1 d’adhésion cellulaire vasculaire (vascular cell adhesion 
protein 1 : VCAM) et la molécule d’adhésion inter-cellulaire (intercellular adhesion 
molecule : ICAM) (Pober et Cotran, 1990), mais contribue également à la dérégulation des 
propriétés de la BHE (de Vries, et al., 1996). Toutefois l’activation des récepteurs TNFR2 
sur les cellules Treg, les oligodendrocytes et les astrocytes permet la régulation immunitaire, 
la survie cellulaire et la remyélinisation (Probert, 2015). Ainsi donc les effets bénéfiques ou 
délétères aux niveaux pathophysiologiques semblent être dépendants des voies de 
signalisation cellulaire activées par cette cytokine. 
En lien direct avec la seconde étude présentée dans le cadre de cette thèse, le TNF-α 
contribue à la régulation de l’expression de l’IL-33 dans divers types cellulaires systémiques 
comme au niveau de la peau (Balato, et al., 2014), chez les kératinocytes (Meephansan, et 
al., 2014), dans les cellules musculaires lisses des voies respiratoires (Prefontaine, et al., 
2009) et également au niveau des cellules épithéliales nasales (Park, et al., 2016) et des 
fibroblastes nasaux (Nomura, et al., 2012). Cette régulation s’effectue autant au niveau de 
l’expression génique de l’IL-33, c’est-à-dire une augmentation de l’expression de l’ARNm 
de cette cytokine, qu’au niveau protéique. De plus la régulation de l’IL-33 est dépendante de 
la dose et du temps de traitement au TNF-α appliqué au niveau de cultures cellulaires. 
Certaines de ces études ont même démontré que la stimulation de l’expression de l’IL-33 par 
le TNF-α se produit par l’activation des voies de signalisation ERK et p38 chez les cellules 
épithéliales nasales primaires et les cellules A549 (Park, et al., 2016), par les voies 
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et JNK chez les fibroblastes nasaux (Nomura, et al., 2012) 
et par la voie NF-κB (Nomura, et al., 2012; Park, et al., 2016). 
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Figure 16: Les voies de signalisation et rôles bioactifs des récepteurs du TNF-α. 
[Figure 1 de (Kalliolias et Ivashkiv, 2016) reproduite avec la permission]. 
  
 
 
8. QUESTION PRINCIPALE 
La chymase, une protéase mastocytaire, joue-t-elle un rôle fonctionnel dans un modèle de 
souris de sclérose en plaques (c’est-à-dire l’encéphalopathie auto-immune expérimentale) ? 
 
9. HYPOTHÈSE UNIFICATRICE 
La protéase mastocytaire de type 4 (mMCP-4) joue un rôle délétère dans l’encéphalopathie 
auto-immune expérimentale.  
 
10. BUT DE L’ÉTUDE 
Identifier le rôle de la protéase mastocytaire de souris de type 4 et mesurer son activité 
fonctionnelle dans un modèle de souris de SEP. 
 
11. OBJECTIFS SPÉCIFIQUES 
 Démontrer que la mMCP-4 est impliquée dans l’EAE. 
 Suggérer un mécanisme expliquant la protection observée en phase précoce de l’EAE 
chez les souris mMCP-4 KO.  
 Mesurer l’activité fonctionnelle de la mMCP-4 dans un modèle de souris d’EAE en 
condition non anesthésiée.  
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ont été modifiées afin d’être intégrées dans le présent ouvrage. Toutefois les numéros 
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12.5 Résumé en français 
L'encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE) est un modèle murin reproduisant 
les principaux signes cliniques, histopathologiques et immunologiques de la sclérose en 
plaques (SEP). Il a été suggéré que les mastocytes étaient impliqués dans les principales 
phases inflammatoires se produisant pendant le développement de l'EAE, éventuellement en 
sécrétant plusieurs autacoïdes et protéases. Parmi ces dernières, nous avons suggéré que la 
protéase mastocytaire de type 4 de la souris (mMCP-4) pouvait contribuer à la réponse 
inflammatoire en produisant, entre autres de l'endothéline-1 (ET-1). Le but de cette étude fut 
donc de déterminer l'impact de la mMCP-4 sur les stades inflammatoires aigus de l'EAE. 
Des souris C57Bl/6 de type sauvage (WT) ou mMCP-4 knockout (KO) ont été immunisées 
avec la glycoprotéine oligodendrocytaire de la myéline (MOG35-55) dans un adjuvant complet 
de Freund suivi d'une toxine de la coqueluche. Les souris WT immunisées en EAE 
présentaient une phase aiguë initiale caractérisée par des augmentations progressives de 
l’échelle clinique, qui étaient significativement réduites chez les souris mMCP-4 KO au 
cours des premières semaines de développement de la pathologie. De plus, des taux plus 
élevés de myéline spinale ont été trouvés chez les souris mMCP-4 KO par rapport aux souris 
WT. Enfin, alors que l'EAE a induit des augmentations significatives des taux cérébraux 
d'ARNm de la mMCP-4 et des taux cérébraux d'ET-1 immunoréactive chez les souris WT, 
ce dernier peptide a été réduit à des niveaux de base chez les congénères de type 
mMCP-4 KO. La présente étude confirme donc le rôle joué par la mMCP-4 dans les phases 
inflammatoires précoces de la maladie dans un modèle murin de SEP. 
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12.6.1 Abstract 
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) is a mouse model that reproduces 
cardinal signs of clinical, histopathological and immunological features found in multiple 
sclerosis (MS). Mast cells have been suggested to be involved in the main inflammatory 
phases occurring during EAE development, possibly by secreting several autacoids and 
proteases. Among the latter, the chymase mouse mast cell protease 4 (mMCP-4) can 
contribute to the inflammatory response by producing endothelin-1 (ET-1). The aim of this 
study was to determine the impact of mMCP-4 on acute inflammatory stages in EAE. 
C57BL/6 wild type (WT) or mMCP-4 knockout (KO) mice were immunized with MOG35-55 
plus complete Freund's adjuvant followed by pertussis toxin. Immunized WT mice presented 
an initial acute phase characterized by progressive increases in clinical score, which were 
significantly reduced in mMCP-4 KO mice. In addition, higher levels of spinal myelin were 
found in mMCP-4 KO as compared with WT mice. Finally, whereas EAE triggered 
significant increases in brain levels of mMCP-4 mRNA and immunoreactive ET-1 in WT 
mice, the latter peptide was reduced to basal levels in mMCP-4 KO congeners. Together, the 
present study supports a role for mMCP-4 in the early inflammatory phases of the disease in 
a mouse model of MS.  
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12.6.2 Introduction 
Mast cells are integrally involved in cellular based immune responses to pathogens as well 
as inflammatory reactions prompted by pathogens or toxins [1,  2] and have been suggested 
for several years to play a part in the acute phase of Multiple Sclerosis (MS) [3-8]. Although 
the mechanisms by which mast cells influence MS are yet to be fully understood, trypsin-like 
proteases released from degranulating mast cells have been shown to trigger demyelination 
in a mouse model for MS- experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) [9]. Data 
from Secor et al (2000) furthermore, support that mast cells are involved in the pathogenesis 
of EAE [3]. The same group has more recently suggested a significant role for mast cells in 
activation of inflammasomes localized within meninges [10]. In contrast, other groups have 
challenged the contribution of mast cells in EAE [11-13]. In particular, Feyerabend and 
colleagues, showing that the complete ablation of MCs in a “Kit independent” MC-deficient 
strain, does not affect EAE development [12]. Although targeting mast cells as a viable 
approach to alleviate the disease remains debatable; the contribution of mast cell derived 
proteases in EAE is still largely uninvestigated. One of the many mast cell-expressed 
proteases that potentially may account for the contribution of mast cells to MS/EAE is mouse 
mast cell protease 4 (mMCP-4), a β-chymase predicted to be the murine functional 
counterpart to the single human chymase (CMA1) based on deduced amino acid sequence, 
tissue localization and serglycin storage dependence [14, 15]. In support for a role of this 
chymase in mast cell-dependent inflammatory conditions, mMCP-4 plays a protective role 
in a mouse model of mechanically induced cerebral trauma [16], yet is detrimental in lung 
inflammation and immune complex-induced glomerulonephritis [17, 18]. In further support 
for a role of mMCP-4 in regulating inflammatory events, we have shown that mMCP-4 
generates endothelin-1 (ET-1) from its precursor big-ET-1 [19, 20], and that mMCP-4 
knockout (KO) mice display a 40% reduction in pulmonary ET-1 levels when compared to 
wild type (WT) congeners [19].  
 
The role of ET-1 as a marker in the etiology of MS has only been explored in a limited 
fashion. Haufschild et al (2001) reported a significant increase in ET-1 plasma levels in 
untreated MS patients [21], an observation confirmed by Pache and colleagues (2003) [22]. 
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In treated MS patients though, such increases were not found [23]. However, in further 
support for a role of ET-1 in MS, ET-1 was shown to be overexpressed in a mouse model for 
MS (i.e. EAE) [24]. 
 
Based on the suggested links between ET-1 and MS and between chymase and ET-1 
generation, respectively, we here asked whether chymase might have a role in EAE and 
whether chymase in this setting may have a regulatory effect on ET-1. Indeed, the findings 
presented here suggest that mMCP-4 has a significant detrimental impact on the course of 
EAE and plays a role in the generation of ET-1 in this setting. The impact of mMCP-4 in 
EAE introduces a potential role for mast cell chymase in MS and thereby identifies the 
inhibitors of this particular enzyme as potential targets for therapy of MS.  
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12.6.3 Material and methods 
12.6.3.1 Mice 
C57BL/6 mice (i.e. wild type (WT)) were purchased from Charles River Canada (Montréal, 
QC, Canada) and housed in our local facility. mMCP-4 KO mice genitors were provided by 
Dr Gunnar Pejler (Uppsala University, Sweden) and were bred in our facility. The 
mMCP-4  KO mice have been backcrossed for over 10 generations with C57BL/6 congeners 
and are therefore highly congenial with the later strain [25]. Finally, the genotype of 
mMCP-4 KO mice used in the present study was confirmed by polymerase chain reaction 
(PCR) (as shown in supplementary Figure 1) via the use of primers described in 
Supplemental Table 1. We had previously reported, in mMCP-4 KO mice in vivo as well as 
in tissues or mastocytes derived from this mouse strain, the complete loss of 
chymase-dependent hydrolytic activity [19, 20].    
All animals were kept at constant room temperature (23°C) and humidity (78%) under a 
controlled 10-14h light/dark cycle. Mice had free access to standard chow and tap water 
ad libitum. Animal care and experimentation were approved by Ethics Committee on Animal 
Research of the Université de Sherbrooke in accordance with the guidelines of the Canadian 
Council on Animal Care. 
 
12.6.3.2 Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) 
Induction of EAE was performed according to the protocol of Miller et al (2007) [26]. In 
brief, a 1:1 emulsion mixture of myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG35-55) (Genemed 
Synthesis Inc., San Antonio, TX, USA) and complete Freund’s Adjuvant (CFA) 
(Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) supplemented with 100 µg of heat-killed 
Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) was prepared. 
Female mice, at 8-10 week-old, were subcutaneously injected in two sites (100 µl by site) 
adjacent to the tail with the emulsion. Pertussis toxin (200 ng) (List Biological Laboratories 
Inc., Campbell, CA, USA) was administered intraperitoneally on the same day of 
immunization. Mice were scored daily with the following scale to assess clinical scores: 0, no 
sign of clinical disease; 0.5, partial tail paralysis (loss of tip tail tonus); 1, tail flaccidity or 
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hind limb weakness; 2, limp tail and weakness in limb; 3, partial hind limb paralysis; 4, total 
hind limb paralysis; and 5, moribund state or death.  
 
12.6.3.3 Histopathology 
The immunized mice were anesthetized by intraperitoneal injection of 
2,2,2-tribromomethanol (Avertin) (approximately 240 mg/kg) (Sigma-Aldrich, St-Louis, 
MO, USA), prepared in tert-amyl alcohol and diluted in 0,9% saline solution. The mice were 
then perfused with ice-cold PBS buffer (Wisent, St-Bruno, QC, Canada), and the spleen, 
cervical and thoracic spinal cords and left and right brain hemispheres were collected and 
stored at -80°C immediately whereas lumbar spinal cord were placed in 10% buffered 
formalin phosphate (Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) before being embedded in 
paraffin and cut into 5 µm sections. 
 
12.6.3.4 Histology stains 
Slides were deparaffinised in xylene (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) 
and hydrated in 100, 95, 70 % ethanol gradient following by water. 
 
12.6.3.4.1 Toluidine blue (mast cells) 
The slides were incubated 2-3 minutes at room temperature in toluidine blue (Sigma-Aldrich, 
St-Louis, MO, USA) working solution prepared by dilution of stock solution (1 % in ethanol 
70%) in sodium chloride 1% pH 2-2.5. The slides were rinsed in water and quickly 
dehydrated in 95-100 % ethanol before being rinsed with xylene and cover slipped with 
Permount (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada).  
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12.6.3.4.2 Luxol fast blue (myelin) 
Slides were incubated overnight at 56°C in 0.1% luxol fast blue solution (Electron 
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) in 95% alcohol w/ acetic acid. The slides were 
then rinsed in distilled water before being differentiated in lithium carbonate 0.05% and in 
70% ethanol for approximately 30 seconds each, since the grey matter is clear and white 
matter sharply defined. The slides were rinsed in water and dehydrated in 100% ethanol 
before being cleared in xylene and coverslipped with Permount. 
All histological slides were scanned with NanoZoomer 2.0-RS Digital slide scanner 
(Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan) before being treated with NDP.view2 Viewing 
software and paint.net software and staining density have been quantified by ImageJ 1,49V 
(Wayne Rasband, NIH, USA). 
 
12.6.3.4.3 Immunofluorescence for Iba1 (microglia) and GFAP (astrocytes) 
Before measuring immunofluorescence, with a Sequenze Slide Rack and Coverplate System 
(Ted Pell Inc, Redding, CA, USA), an antigen unmasking was performed by 10 minutes of 
incubation in 10 mM sodium citrate buffer pH 6.0 (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) at 
a sub-boiling temperature. The slides were then washed in 0.1% Triton X-100 in PBS 
solution and blocked in 5% fetal bovine serum (FBS) supplemented with 0.1% Triton X-100 
in PBS for one hour before being incubated overnight at 4°C with primary antibody (1:1000), 
against the rabbit anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (Cedarlane, Burlington, ON, 
Canada) or against the rabbit anti-ionized calcium binding adaptor molecule 1 (Iba1) (Wako, 
Osaka, Japan). A 2 hours incubation at room temperature with the secondary antibody 
(1:2000), Alexa Fluor 488 AfinniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Groe, PA, USA), was then performed. The slides 
were mounted with DAPI Fluoromount-G (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) and 
photomicrograph pictures were taken with Retiga SRV Mono Cooled numerical camera 
attached to Zeiss Axioskop 2 Microscope. The pictures were stiched with Adobe Photoshop 
CS3, and stain density was quantified with Image-Pro Plus 5.1 (Media Cybernetics Inc., 
Rockville, MD, USA). 
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12.6.3.5 Measurement of endogenous brain ET-1 levels 
The left part of the brain from healthy or EAE 1, 2 or 3 weeks mice was homogenized in a 
chloroform : methanol (1:4) solution and then purified on a DSC-18 solid phase extraction 
column (Supelco, Bellefonte, PA, USA) and eluted in acetonitrile : water : trifluoroacetic 
acid (ACN 60% : H2O 40% : TFA 0,1%). The collected eluates were then Speed Vac-dried 
overnight before reconstitution in PBS supplemented of 1/32 mouse plasma and endogenous 
ET-1 was measured by Quantikine ELISA kit from R&D systems (R&D systems, 
Minneapolis, MN, USA) according to the manufacturer’s instructions.  
 
12.6.3.6 Measurement of spinal cord endogenous Interferon-gamma (IFNγ) levels 
Tissue lysates were prepared as described previously [27]. Briefly, frozen thoracic spinal 
cords were weighed and  homogenized in 0.5 mL of ice-cold lysis buffer (Cell Signaling 
Technology, Beverly, MA, USA) supplemented with protease inhibitors (Roche Diagnosis, 
Mannheim, Germany) by rapid agitation for 2 minutes in the presence of 3 mm stainless 
beads. The tissue lysate was centrifuged for 20 minutes at 13,000 g at 4˚C, and the 
supernatant was transferred to a new tube. The tissue levels of IFNγ were determined using 
murine ELISA development kits (PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA), according to the 
manufacturer’s instruction. The level of IFNγ was reported as pg/mg of tissue. 
 
12.6.3.7 RNA extraction and quantitative RT-PCR 
RNA from the right brain hemisphere derived from healthy or EAE 1 or 2 weeks mice were 
extracted using RiboZolTM reagent (Amresco inc., Solon, OH, USA). Tissues were 
homogenized with glass-Teflon homogenizer. Chloroform (200 µl) (J.T. Baker, Central 
Valley, PA, USA) was added to each tube per 1 mL of RiboZol and incubated at room 
temperature for 3 minutes followed by centrifugation at 12,000 g for 15 minutes at 4°C. 
Non-opaque supernatants were collected and 500 µl of isopropanol (Fisher Scientific, 
Ottawa, ON, Canada) was added for RNA precipitation and incubated 10 minutes at room 
temperature followed by centrifugation at 12,000 g for 10 minutes at 4°C. Pellets were 
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washed with addition of 1 ml ethanol 75% followed by 7,500 g centrifugation at 4°C for 
5 minutes before being re-dissolved in 50 µl of DEPC water and incubated at 55°C for 
10 minutes. RNA concentration was determined by absorbance at A260 and purity by ratio 
A260/A280. 1 µg of RNA was then used for remaining experiments. cDNA was synthesized 
using oligo(dT)12-18 primers (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), dNTPs mix 10 µM each 
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), in SuperScript III buffer with DTT, RNaseOUT 
and SuperScript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Quantitative PCR was performed for 
actin and mMCP-4 by monitoring in real time the fluorescence increase of the SYBR Green 
in the Perfecta SYBR Green SuperMix, low ROX (Quanta Biosciences, Gaithersburg, MD, 
USA) using the MX3000P Multiplex Quantitative PCR System (Agilent Technologies, Santa 
Clara, CA, USA). Primers (IDT, Coralville, IA, USA) were used at final concentration of 
50 nM per primer and sequences were designed as follows:  
 
mMCP-4 F : 5'- CTCTCTCCAAGCTGTGACCGAC -3' 
mMCP-4 R : 5'- CTATGAGCTCCAAGGGTGACA -3' 
β-actin F : 5’- GATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGC -3’ 
β-actin R : 5’- GCAGCTCAGTAACAGTCCGCCTAG -3’ 
 
mMCP-4 KO mice samples were tested as negative controls. As β-actin levels were stable 
between healthy and immunized mice, the latter mRNA was used as internal control for 
normalization and relative expression of chymase mMCP-4 was calculated using the 2-ΔΔCt 
method.   
  
12.6.3.8 Statistical analysis 
All data are presented as the mean ± SEM. All statistical analyses were conducted using 
GraphPad Prism 6 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Statistical 
significance was reached when the “P” value was below 0.05 and determined using one-way 
ANOVA Kruskal-Wallis followed by Bonferroni for EAE clinical score or based on one-way 
or two-way ANOVA and multiple Student’s t test for all other analysis. 
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12.6.4 Results 
12.6.4.1 Reduced impact of EAE in mMCP-4 KO mice when compared to WT 
congeners. 
An emulsified mixture of MOG35–55 in CFA was subcutaneously injected in WT or 
mMCP-4 KO mice. WT mice developed the disease approximately after 9 days whereas the 
mMCP-4 KO mice demonstrated a substantial delay in the appearance of clinical symptoms, 
being detectable starting from ~day 12 post injection (Figure 1a). Moreover, the development 
of severe disease (disease score 2.5) was markedly delayed in mMCP-4 KO mice up until 
the third week post-treatment as indicative of tail and back limb weaknesses. However, 
4 weeks post-EAE, WT and mMCP-4 KO mice exhibited similar disease scores with no 
evidence of total hind limb paralysis. A summation of the total clinical scores on the other 
hand, supported a significant role of mMCP-4 as a pathogenic factor in EAE (Figure 1b), 
even up to the 4th week of observations (WT 41.64 ± 3.02; mMCP-4 KO 30.93 ± 2.48, 
p < 0.05, n = 7 mice).  
To assess, on the other hand, whether mMCP-4 has an impact on the immune response, 
spleen weights of WT and mMCP-4 KO mice were monitored up to 4 weeks post 
immunization. However, as seen in Figure 2, spleen weights did not differ between the two 
genotypes except in healthy mice where it was significantly increased in mMCP-4 KO 
congeners (p < 0.05).  
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Figure 17 : Figure 1 de Desbiens et al. (2016). 
Figure 1:  Delayed development of EAE symptoms without change in the severity of the 
disease in mMCP-4 KO mice. A) Clinical score of WT (•) or mMCP-4 KO (▪) mice B) Sum 
of clinical score at different set points after immunization of WT (closed bars) and 
mMCP-4 KO (opened bars) mice. Each point or bar represents the mean ± SEM of 12 (weeks 
1 to 3) and 7 mice (4th week). * p < 0.05, ** p < 0.01. 
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Figure 18 : Figure 2 de Desbiens et al. (2016). 
Figure 2: Induction with MOG/CFA induced an increase of spleen weight compared to 
healthy mice. Each bar represents the mean ± SEM of 6 to 15 mice. *** p < 0.001 vs healthy 
WT or healthy mMCP-4 KO mice  or † p < 0.05 comparing WT vs KO mice at each time 
point studied. 
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12.6.4.2 mMCP-4 KO mice demonstrate lower percentage of reactive gliosis 
after EAE. 
In response to spinal cord insults, GFAP (an intermediate filament protein expressed by 
astrocytes and ependymal cells among others) is upregulated in the CNS [28]. As another 
sign of CNS damage, the reactive microglial response can be measured by the extent of 
upregulation of Iba1 [29]. To evaluate whether mMCP-4 can influence the levels of these 
markers of CNS damage, the spinal cords of 2 weeks post-EAE immunized mice were 
extracted and stained for GFAP and Iba1 (Figure 3a). mMCP-4 KO mice and WT littermates 
showed no significant differences in percent level of astrogliosis (GFAP staining intensity) 
and microgliosis (Iba1 staining intensity) in the total area of the lumbar spinal cord or in the 
white matter (Figure 3b). In contrast, significant reductions in percentages of microgliosis 
and astrogliosis were found in the grey matter of mMCP-4 KO mice when compared to WT 
congeners, 2 weeks post-EAE immunization (in WT and mMCP-4 KO mice respectively; 
astrogliosis in percentage: 0.87 ± 0.17 and 0.30 ± 0.04, p < 0.05; microgliosis in percentage: 
1.61 ± 0.18 and 0.55 ± 0.12, p < 0.01) (Figure 3b).  
 
To assess whether the absence of mMCP-4 has an influence on the number of mast cells, 
lumbar spinal cords from WT and mMCP-4 KO mice were stained with toluidine blue, both 
at baseline and after induction of EAE. As seen in Figure 4, the numbers of mast cells were 
similar in spinal cords from WT and mMCP-4 KO mice at the baseline state (healthy) and 
2-3 weeks after induction of EAE. Notably though, there was a significant elevation of the 
numbers of mast cells 1 week post-EAE (in WT and mMCP-4 KO mice respectively; in 
percentage, healthy state: 2.30 ± 0.07 and 2.47 ± 0.17, 1 week after EAE: 2.93 ± 0.14 and 
3.74 ± 0.27, p < 0.05, 2 weeks after EAE: 2.73 ± 0.25 and 2.93 ± 0.20, 3 weeks after EAE: 
3.20 ± 0.13 and 3.29 ± 0.17). 
  
88 
 
 
 
Figure 19 : Figure 3a de Desbiens et al. (2016). 
Figure 3a: Photomicrograph of the spinal cords stained with GFAP or Iba1. White and grey 
matters are delimited by the red line. Scale bar is 200 μm. Upper panels: GFAP marking in 
i) WT mice, 2 weeks post-EAE, or ii) mMCP-4 KO mice, 2 weeks post-EAE. Lower panel: 
Iba1 staining in iii) WT mice, 2 weeks post-EAE, or iv) mMCP-4 KO mice, 2 weeks 
post-EAE.   
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Figure 20 : Figure 3b de Desbiens et al. (2016). 
Figure 3b: Grey matter levels of microglia and astrocytes are decreased in mMCP-4 KO mice 
2 weeks after EAE. Left panel, percentage of astrocytes in 2 weeks EAE mice; right panel, 
percentage of microglia 2 weeks after EAE. * p < 0.05 or ** p < 0.01 for EAE-induced WT 
versus EAE-induced mMCP-4 KO mice. Each bar represents the mean ± SEM in 4 mice, in 
duplicates. 
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Figure 21 : Figure 4 de Desbiens et al. (2016). 
Figure 4: Mast cells density is increased in mMCP-4 KO mice on the first week post-EAE 
only. Results are presented as the mean ± SEM of specific toluidine blue stained in white 
matter area. Each spinal cord was quantified in duplicates or triplicates for n = 4 mice. 
* p < 0.05 vs WT mice EAE immunized. 
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12.6.4.3 mMCP-4 KO mice show higher levels of spinal cord myelin. 
To assess whether chymase has an impact on the levels of intact myelin, lumbar spinal cords 
from WT and mMCP-4 KO mice were extracted and stained with luxol fast blue, a dye that 
stains myelin (Figure 5). Quantification of the luxol fast blue staining intensity revealed a 
significantly higher myelin content in mMCP-4 KO mice as compared with WT congeners, 
both in non-immunized (healthy) mice and immunized mice 1 week post-EAE induction 
(Figure 6) (in percentage, healthy WT mice: 31.62 ± 0.46 and healthy mMCP-4 KO mice: 
39.70 ± 1.03, p < 0.001; WT 1 week after EAE: 27.37 ± 0.29 and mMCP-4 KO mice 1 week 
after EAE: 33.88 ± 0.50, p < 0.001). A subsequent decline in spinal cord myelin was seen in 
both WT and mMCP-4 KO mice 2 to 3 weeks post-immunization as well as a loss of 
significant differences in myelin content between the two strains of mice (Figure 6). 
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Figure 22 : Figure 5 de Desbiens et al. (2016). 
Figure 5: Photomicrograph of the spinal cords stained for assessment of myelin integrity with 
luxol fast blue. Scale bar is 200 μm. Left hand column: i) WT mice, healthy, or ii) 1 week 
post-EAE, iii) 2 weeks post-EAE, iv) 3 weeks post-EAE; right hand column, 
v) mMCP-4 KO mice, healthy, or vi) 1 week post-EAE, vii) 2 weeks post-EAE, viii) 3 weeks 
post-EAE. 
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Figure 23 : Figure 6 de Desbiens et al. (2016). 
Figure 6: Myelin lost during the progression of EAE disease in healthy or 1, 2 or 3 weeks 
after EAE in WT mice (closed bars) and mMCP-4 KO mice (opened bars). Results are show 
as the mean ± SEM of 4 mice quantified in duplicates or in triplicates. *** p < 0.01.  
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12.6.4.4 EAE increases brain mMCP-4 mRNA and ET-1 levels in WT mice. 
To investigate if EAE is associated with an induction of the mMCP-4 gene, right brain 
homogenates derived from WT mice were analysed for mMCP-4 mRNA levels by qPCR. 
As seen in Figure 7a, a 2.2 fold increase in mMCP-4 mRNA expression (as compared with 
baseline levels in healthy mice) was found in WT mice one week post-EAE immunization 
but not at later time points. Finally, EAE immunization promoted a two fold increase in 
mature ET-1 levels in left brain homogenates of WT but not mMCP-4 KO mice, one but not 
two weeks post-EAE when compared to healthy WT mice (Figure 7b). 
 
12.6.4.5 EAE increases IFNγ levels in thoracic spinal cords. 
To investigate the immune response to EAE induction, we proceeded to ELISA 
quantification of IFNγ in thoracic spinal cord in healthy and 1 or 2 weeks after EAE. As 
show in Figure 7c, the levels of this cytokine is increased post-EAE compared to healthy 
basal levels in both strains of mice, but significantly only in WT mice 2 weeks after EAE 
(quantities in pg/mg of tissue, healthy WT mice: 20.77 ± 1.84; WT 1 week after EAE: 
23.30 ± 2.11; WT 2 weeks after EAE: 32.07 ± 2.11, p < 0.001 and healthy mMCP-4 KO 
mice: 19.23 ± 1.65; mMCP-4 KO mice 1 week after EAE: 24.66 ± 4.24; mMCP-4 KO mice 
2 weeks after EAE: 26.47 ± 3.39). 
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Figure 24 : Figure 7 de Desbiens et al. (2016). 
Figure 7: mMCP-4 brain mRNA expression is increased 1 week after EAE and is correlated 
with increased of ET-1 brain levels whereas INFγ is enhanced 2 weeks after EAE in spinal 
cord of WT but not mMCP-4 KO mice. A) mRNA relative expression of mMCP-4 in healthy 
or 1 or 2 weeks after EAE quantified in WT (closed bars) and in mMCP-4 KO (opened bars) 
mice. B) ET-1 levels of healthy (closed bars), 1 week (grey shaded bars) or 2 weeks after 
EAE (opened bars) in WT and mMCP-4 KO mice. C) INFγ levels of healthy (closed bars), 
1 week (grey shaded bars) or 2 weeks after EAE (opened bars) in WT and mMCP-4 KO 
mice.  Each bar represents the mean ± SEM of 4 to 8 mice. * p < 0.05; ** p < 0.001; 
*** p < 0.001 or † p < 0.05 comparing WT vs KO mice at each time point studied. 
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12.6.5 Discussion 
The main results of the present study are that mMCP-4 KO mice subjected to EAE show a 
reduced clinical score as well as brain levels of immunoreactive ET-1 when compared to WT 
congeners. In addition, the KO mice show reduction in percentages of microgliosis and 
astrogliosis and grey matter alterations.  
 
These results therefore support our hypothesis that this particular chymase isoform plays a 
significant role in the early development of MS in the mouse EAE model. In our hands, the 
KO of mMCP-4 significantly reduced clinical scores up until 21 days post-EAE induction. 
It is noteworthy that mature mast cells can express numerous tryptases (having trypsin-like 
cleavage specificity) and chymases (having chymotrypsin-like cleave specificities) as well 
as other types of proteases [30]. Out of these, mMCP-4 was shown here to have a major 
impact on the course of EAE development. This suggests that mMCP-4 accounts to a major 
extent for the demyelination attributed to mast cells in EAE. This does not exclude, on the 
other hand, the involvement of other mast cell-derived mediators in this mouse model of MS. 
It is also of interest that EAE prompted a significant increase in ET-1 brain levels one week 
post-EAE induction in WT but not in mMCP-4 KO mice. Notably, brain levels of this potent 
vasoactive peptide progressively returned to basal levels on the second and third week 
post-EAE (results not shown for the 3rd week). These results suggest that ET-1 may be either 
an early marker or, alternatively, an early mediator of the inflammatory reaction occurring 
in the EAE model. Interestingly, Shin et al (2001) reported that an ETA antagonist, BQ-123, 
reduced the duration of paralysis, in EAE-induced rats [31]. The same authors also reported 
high levels of immuno-reactive ET-1 in spinal cord-localized inflammatory and neuroglial 
cells [31]. These observations are of importance considering that Hammond et al (2014) have 
recently shown that ET-1 is a negative regulator of oligodendrocyte progenitor 
cell-dependent repair of demyelinated lesions [32]. In support of the latter hypothesis, myelin 
contents were in the present study found to be higher in naive and even one week post-EAE 
immunized mMCP-4 KO mice than in their WT congeners. Thus, interfering with the 
chymase-dependent production of ET-1 in MS may be a relevant therapeutic strategy in 
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autoimmune diseases such as MS [33]. Noteworthy, chymase inhibitors have been shown to 
possess anti-inflammatory and anti-proliferative properties in other settings [34-37]. 
Although still controversial, one should also note that the beneficial effects of ET-1 
antagonists on cerebral blood flow of MS patients [38]. Thus ET-1 antagonists may have 
beneficiary effects not only by repressing cellular events in EAE but by improving overall 
brain blood circulation as well. Further studies currently ongoing in our laboratory should 
shed further light on the contribution of ET-1 via one ETA and/or ETB receptors and their 
associated mechanisms, in the etiology of EAE in the mouse model.   
 
Although we have shown in the present study that mMCP-4 is detrimental in an experimental 
model of MS, the same concept cannot be extended to all types of experimental injuries of 
the CNS. For example, Hendrix and colleagues (2013) reported the protective role of mast 
cells (in part due to mMCP-4) in a mouse model of mechanically induced brain injury [16]. 
Noteworthy, in the same study the authors reversed the protective role of mMCP-4 with a 
general chymotrypsin inhibitor, chymostotatin, which is non-specific for 
chymase-dependent processes [16]. It has been elegantly reported by Kerschensteiner et al 
(2004) that, in contrast to spinal cord injury models, EAE-induced lesions may facilitate 
additional levels of axonal reorganization based on the unlesioned fibers of the tract [39]. 
These observations support the concept that neuroinflammatory and surgical hemisections 
of the spinal cord, in the mouse model, alters in opposite fashion the ‘reserve capacity’ of 
the CNS to regenerate [39]. Thus, we suggest that immune-related inflammatory reactions 
and surgical trauma in the CNS prompts opposite roles for mMCP-4. 
Interestingly, monitoring of INFγ in our model, suggests an enhanced inflammatory reaction 
in the spinal cord of WT but not mMCP-4 KO mice. We observed a significantly higher 
concentration of IFNγ in the spinal cords of WT compared to mMCP-4 KO mice 2 weeks 
after immunization. The decreased inflammatory response is correlated with the observation 
that mMCP-4 KO mice have decreased proliferation of microglia and astrocytes. The exact 
mechanism of such decreases is unknown. It can be explained by decreased responses of 
CNS inflammatory cells in mMCP-4 KO mice which lead to the decreased concentration of 
pro-inflammatory molecules, decreased chemotactic gradient, decreased influx of Th1 cells, 
decreased IFNγ and as a result, decreased demyelination. On the other hand, preserved 
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integrity of the BBB may lead to reduced influx of Th1 cells from the periphery, a decreased 
activation of astrocytes and microglia, a decreased overall inflammation in the CNS and a 
decreased demyelination. Based on the above observations, the present study reinforces the 
hypothesis suggested by Scandiuzzi et al (2010), Reber et al (2014) and Magnusson et al 
(2009) [17, 18, 40] that mMCP-4 activates cells involved in tissue specific autoimmune 
reactions. 
 
Overall we show in the present study that a single mouse chymase isoform, mMCP-4, 
contributes significantly to the etiology and early symptoms associated with a mouse model 
of MS, namely EAE. If what is reported here in the mouse model can be extended to the 
clinical situation, it is suggested that targeting chymase rather than the overall mastocytic 
activity in that particular autoimmune disease will constitute an added value within the 
currently available therapeutic arsenal against this neurodegenerative disease. 
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12.6.9 Supplements 
12.6.9.1 Supplementary Methods 
DNA extraction and genotyping 
The end tip of the tail of WT and mMCP-4 KO mice was collected and the DNA was isolated 
and purified using the E.Z.N.A Tissue DNA Kit (Omega Bio-Tek Inc, Norcross, GA, USA) 
according to the manufacturer’s instructions. The genotype of the mice was then confirmed 
by PCR using increasing annealing temperatures in the following protocol: an initial 
denaturation for 2 min at 95°C, followed by 40 cycles of denaturation for 2 min at 95°C, 
annealing for 2 min 30 sec at 60 °C (+ 0.2 °C for each cycle), and extension for 6 min at 
72°C, ending with a final 10 min at 72°C. The PCR contained 0.4 mM of dNTPs (Fermentas 
Canada Inc, Burlington, ON, Canada), 6 mM of MgCl2, 1 µM of each primer, 4 µl of the 
isolated DNA and 0.04 U/µl of recombinant Taq DNA polymerase (Life Technologies Inc, 
Grand Island, NY, USA) in Taq polymerase buffer 1X. The primers used are presented in 
Supplement Table 1. The final PCR products were migrated on a 2% agarose gel containing 
200X SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for visualisation of the bands. WT alleles 
produce a 900 base pairs band while the KO alleles produce a fragment 380 bp.  
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12.6.9.2 Supplementary Table 1 and Figure 1 
 
 
 
 
 
Tableau 2: Tableau supplémentaire 1 de Desbiens et al. (2016). 
Supplementary Table 1: Amplification conditions corresponding to the mMCP-4 gene for 
mouse genotyping used in this study. 
Products 
Final 
Concentrations 
Primers 
Amplification 
conditions 
Temperature 
Water 
Buffer 10 X 
dNTPs (10 mM) 
MgCl2 (50 mM) 
Primers (10 μM) 
cDNA 
Taq pol. (1 U/μl) 
-- 
1 X 
0.4 mM/dNTP 
6 mM 
1 μM/primer 
-- 
0.04 U/μl 
5’ – CAA GGT 
CCA ACT AAC 
TCC CTT TGT 
GCT CC – 3’ 
Forward : 
common 
Denaturation 
Annealing 
Éxtension 
 
95°C 
60°C+0.2°C/cycle 
72°C 
(Nb cycle = 40) 
5’ – GGT GAT CTC 
CAG ATG GGC 
CAT GTA AGG 
GCG – 3’ 
Reverse : 
WT gene 
5’ – GGG CCA 
GCT CAT TCC 
TCC CAC TCA 
TGA TCT – 3’ 
Reverse : 
KO gene 
Amplified fragment length : 900 bp for WT gene and 380 bp for mutated gene.   
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Figure 25 : Figure supplémentaire 1 de Desbiens et al. (2016). 
Supplementary Figure 1: Genotyping of WT and mMCP-4 KO mice for the mMCP-4 gene. 
The bottom row indicates from which genotype the samples tested come from. The numbers 
at the left of the figure indicate the approximate size of double-stranded DNA on agarose 
gel. (NTC = no template control a negative control without DNA). 
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13.4 Avant-propos 
Ma contribution dans ce manuscrit a été d’émettre l’hypothèse initiale, de développer le 
protocole expérimental, d’effectuer la plupart des manipulations expérimentales, d’avoir 
procédé à l’analyse des résultats et d’avoir contribué à la rédaction des différentes sections 
de l’article. La version du manuscrit présentée dans cette thèse a été adaptée depuis le 
document final soumis pour évaluation au Journal of Pharmacology and Experimental 
Therapeutics afin de répondre aux exigences de l’Université c’est-à-dire que les figures et 
leurs légendes associées ont été placées aux bons endroits dans le texte et la numérotation de 
celles-ci ainsi que la numérotation des sections ont été modifiées afin d’être intégrées dans 
le présent ouvrage. Toutefois les numéros des figures apparaissent sous la nouvelle 
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numérotation. De plus certaines modifications ont été apportées suite aux commentaires du 
jury de cette thèse. 
  
110 
 
13.5 Résumé en français 
La sclérose en plaques (SEP) est une maladie neurodégénérative affectant nettement plus 
les femmes que les hommes âgés de 20 à 45 ans. Nous avons montré précédemment la 
contribution significative de la chymase de souris mMCP-4 dans la synthèse de 
l'endothéline-1 (ET-1) chez des souris saines, ainsi que dans un modèle murin 
d'encéphalopathie auto-immune expérimentale (EAE). Notre objectif est d’étudier, dans le 
modèle murin de SEP, si l’activité de la mMCP-4 est modulée uniquement dans le SNC ou 
si elle peut être étendue à la circulation systémique. 
Les effets cardiovasculaires de l'ET-1 et de la big-ET-1 administrées par voies 
systémique ou intrathécale (i.t.c.) ont été étudiés en phase préclinique de l'EAE chez des 
souris conscientes et instrumentées en télémétrie. L'activité enzymatique spécifique de la 
chymase a été mesurée à partir d'extraits de poumons, de cerveau et de mastocytes in vitro. 
Enfin, l'impact de l'immunisation en EAE a été évalué sur l'expression relative de l'ARNm 
dans les poumons ou le cerveau de différents gènes de la voie endothélinergique ou de l'IL-33 
ainsi que du TNF-α immunoréactif. 
L'administration systémique ou intrathécale de big-ET-1 déclenche des augmentations 
de la pression artérielle liées à la dose chez la souris consciente. Une semaine après l'EAE, 
les réponses pressives à la big-ET-1, mais pas à l'ET-1, ont été potentialisées chez les souris 
de type sauvage, mais pas chez les souris mMCP-4 KO. L'EAE a déclenché, dans les 
homogénats cérébraux et les mastocytes péritonéaux, la perte de l’activité hydrolytique 
spécifique à la mMCP-4, attribuable à une dégranulation mastocytaire. Des augmentations 
de l’ARNm de la prépro-ET-1 et de l’IL-33 d'origine pulmonaire, mais non cérébrale ont été 
trouvées chez les souris KO et ont encore augmenté suite à l'immunisation en EAE pour une 
semaine uniquement dans cette souche. Enfin, les taux de TNF-α étaient également 
augmentés dans le sérum de souris mMCP-4 KO une semaine après l’immunisation en EAE. 
L'activité mMCP-4 est augmentée à la fois au niveau central et systémique dans un 
modèle de souris d’EAE. 
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13.6.1 Abstract 
Multiple sclerosis is a neurodegenerative disease affecting predominantly female patients 
between 20 and 45 years of age. We previously reported the significant contribution of mouse 
chymase mMCP-4 in the synthesis of endothelin-1 in healthy mice and in a murine model of 
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE).  
 
In the current study, cardiovascular effects of ET-1 and big-ET-1 administered systemically 
or intrathecally (i.t.c.) were assessed in the early preclinical phase of EAE in telemetry 
instrumented/conscious mice. Chymase-specific enzymatic activity was also measured in the 
lung, brain and mast cells extracts in vitro. Finally, the impact of EAE immunization was 
studied on the pulmonary and the brain mRNA expression of different genes of the 
endothelin pathway, IL-33, and mature TNF-α.  
 
Systemic or i.t.c. administered big-ET-1 triggered increases in blood pressure in conscious 
mice. One week post-EAE, the pressor responses to big-ET-1 were potentiated in WT but 
not in mMCP-4 KO mice. EAE triggered mMCP-4 specific activity in cerebral homogenates 
and peritoneal mast cells. Enhanced pulmonary, but not cerebral prepro-ET-1 and IL-33 
mRNA were found in KO mice and further increased one week post EAE-immunization, but 
not in wild type animals. Finally, TNF-α levels were also increased in serum from 
mMCP-4 KO mice, but not wild type, one week post-EAE. Our study suggests that mMCP-4 
activity is enhanced both centrally and systemically in a mouse model of EAE.   
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13.6.2 Introduction 
 Multiple sclerosis (MS), mostly caused by complex cellular interactions (Duffy et al., 
2014; Cheng et al., 2017; Luo et al., 2017; Ponath et al., 2018), is a chronic autoimmune and 
degenerative disease of the central nervous system (CNS) associated with inflammation, 
tissue insult, and neuromotor dysfunction (Lublin, 2005; Compston and Coles, 2008; Huang 
et al., 2016).  
 In MS patients, although vascular and endothelial integrity are unaffected (Mincu et 
al., 2018), several cardiovascular co-morbidities such as hypertension, heart diseases, and 
cardio-metabolic disorders have been reported (Ewanchuk et al., 2018). 
 Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) reproduces the major cardinal 
signs of neurodegeneration and associated spinal cord lesions occurring in MS (Kipp et al., 
2012; Ben-Nun et al., 2014). In EAE, a significant contribution of mast cell (MC) 
degranulation to the etiology of the neurodegenerative disease was initially reported by Secor 
and colleagues (Secor et al., 2000). This concept was later challenged however as complete 
removal of MCs in a “Kit independent” MC-deficient strain, no significant impact on 
development of the disease (Feyerabend et al., 2011). Directly targeting MCs in MS thus 
remains an open question. 
 MCs secrete, among several pro- and anti-inflammatory factors, chymase, a serine 
protease that hydrolyzes Endothelin-1 (ET-1) from its precursor, big-Endothelin-1 
(big-ET-1), in vitro (Petrie et al., 2001; Borland et al., 2005; Simard et al., 2009). Mouse MC 
express several chymases, of which mouse mast cell protease 4 (mMCP-4), is the most 
functionally similar to its human counterpart, CMA-1 (Semaan et al., 2015). Indeed, 
recombinant mMCP-4 efficiently converts big-ET-1 to an intermediate precursor, 
ET-1 (1-31), which is then readily hydrolyzed to ET-1 via the ubiquitous neutral 
endopeptidase 24/11 (Fecteau et al., 2005; Semaan et al., 2015). 
  Antagonism of ETA receptors for ET-1 reduces the severity of the EAE in rats (Shin et 
al., 2001) whereas blocking the ETB receptors indirectly inhibits oligodendrocyte progenitor 
cells differentiation as well as re-myelination in the mouse (Hammond et al., 2015). Plasma 
levels of ET-1 are elevated in patients with MS (Haufschild et al., 2001; Pache et al., 2003) 
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and the use of a mixed ETA/ETB antagonist, bosentan, normalizes cerebral blood flow in 
these patients (D'Haeseleer et al., 2013). 
ET-1, on the other hand, administered either systemically in the conscious mouse (Semaan 
et al., 2015) or centrally in the non-anesthetized rat (Poulat et al., 1994), triggers a trademark 
protracted increase of blood pressure in vivo. There is no evidence in the literature, to our 
knowledge, on the cardiovascular responses prompted by centrally administered ETs in the 
conscious mouse model. 
 mMCP-4 is also involved in early neuromotor disabilities associated with EAE 
(Desbiens et al., 2016). Indeed, EAE triggers a significant increase in mMCP-4 mRNA levels 
in the CNS as well as production of cerebral immunoreactive ET-1. An open question 
however remains: does EAE trigger an increase in mMCP-4 activity outside of the CNS as 
well? MCs degranulation products are mediators of the allergic response to EAE outside the 
CNS (Tanzola et al., 2003). In addition, the lungs have been shown to be the niche in which 
the self-reactive T cells are activated, allowing them to enter the target tissues like the CNS 
where they trigger pathogenic events associated with EAE (Odoardi et al., 2012). 
 Inflammation in MS is associated with a ‘cytokine storm’ within the CNS 
(Link, 1998). With regards to the present study, interleukin-33 (IL-33) reduces neuronal 
damage in the EAE model by suppressing IL-17 and Interferon gamma (Jiang et al., 2012). 
Furthermore, repression of IL-33 increases neuronal damage in EAE mice with specific 
impact on immune and neural cells (Xiao et al., 2018). In addition, another cytokine, Tumor 
Necrosis Factor-alpha (TNF-α), increases the expression of IL-33 in human epidermal 
keratinocytes as well as in psoriasis (Balato et al., 2014) and non-selective TNF-α blockers 
enhance demyelination in MS patients (van Oosten et al., 1996; Dreyer et al., 2016). 
 Of relevance to the present study, Piliponsky et al, have shown that TNF-α is a 
substrate for mMCP-4 in a mouse model of sepsis (Piliponsky et al., 2012) and Waern et al, 
showed that IL-33 is a preferred substrate for chymase in allergic airway inflammation 
(Waern et al., 2013). Thus, in conditions of chronic repression of the murine chymase, one 
would expect an increase in the levels of IL-33 as well as TNF-α, particularly in 
inflammatory settings. 
 The aim of the present study was to investigate, in the mouse model of MS, if 
mMCP-4 activity is modulated solely in the CNS or if it can be extended to the systemic 
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circulation. Our central hypothesis is that EAE enhances mMCP-4 dependent conversion and 
thus biological activity of the ET-1 precursor, big-ET-1, within and outside of the central 
nervous system. 
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13.6.3 Material and methods 
13.6.3.1 Mice 
C57Bl/6 mice genitors were purchased from Charles River Canada (Montréal, QC, Canada) 
and mMCP-4 KO mice genitors were provided by Dr Gunnar Pejler (Uppsala University, 
Sweden) and were bred in our facility. The mMCP-4 KO mice were backcrossed for over 10 
generations with C57Bl/6 congeners and are therefore highly congenial with the later strain 
(Tchougounova et al., 2003). We and others had previously reported, in mMCP-4 KO mice 
in vivo as well as in tissues or MCs derived from this mouse strain, the complete loss of 
chymase-dependent hydrolytic activity (Hendrix et al., 2013; Houde et al., 2013; Semaan et 
al., 2015).    
All animals were kept at constant room temperature (23°C) and humidity (78%) under a 
controlled 12-12h light/dark cycle. Mice had free access to standard chow and tap water 
ad libitum. Animal care and experimentations were carried out in accordance with the Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals as adopted and promulgated by the U.S. National 
Institutes of Health, and were approved by Ethics Committee on Animal Research of the 
Université de Sherbrooke in accordance with the guidelines of the Canadian Council on 
Animal Care. 
 
13.6.3.2 Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) 
Induction of EAE was performed in accordance to (Miller et al., 2007). In brief, a 1 : 1 
emulsion mixture of myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG35-55) (Genemed Synthesis 
Inc., San Antonio, TX, USA) and complete Freund’s Adjuvant (CFA) (Sigma-Aldrich, 
St-Louis, MO, USA) supplemented with 10 mg/ml of heat-killed Mycobacterium 
tuberculosis H37RA (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) was prepared. Female mice 
(8-10 weeks old) were injected subcutaneously at two sites (100 µl per site) adjacent to the 
tail with the emulsion. Pertussis toxin (200 ng) (List Biological Laboratories Inc., Campbell, 
CA, USA) was administered intraperitoneally on the day of immunization. Mice were scored 
daily with the following scale to assess clinical scores: 0, no sign of clinical disease; 0.5, 
partial tail paralysis (loss of tip tail tonus); 1, tail flaccidity or hind limb weakness; 2, limp 
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tail and weakness in limb; 3, partial hind limb paralysis; 4, total hind limb paralysis; and 5, 
moribund state or death.  
 
13.6.3.3 RNA extraction and quantitative RT-PCR 
RNA from the right lung lobes of healthy or EAE 1 week mice was extracted with RNeasy 
Fibrous Tissue Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s 
instructions. Briefly, tissues were homogenized with tissue grinder Scilogex D-160 
homogenizer (Rocky Hill, CT, USA). All steps were followed as mentioned by the 
manufacturer except for treatment with DNase where 2 µl of DNase (Omega bio-tek, 
Norcross, GA, USA) was diluted in 78 µl of RDD buffer and added to the column of the 
extraction kit for 30 minutes at room temperature. After a few additional steps, an optional 
centrifugation step at maximal speed for 1 minute was performed prior to elution with 40 µl 
of RNase-free water. The RNA eluate was filtered once more through the column before 
final centrifugation at 10,000 g for 1 minute.  
RNA from the right brain hemispheres derived from healthy or EAE 1 week mice was 
extracted using 1 mL of RiboZolTM reagent (Amresco inc., Solon, OH, USA). Tissues were 
homogenized with a glass-Teflon homogenizer. Chloroform (200 µl) (J.T. Baker, Central 
Valley, PA, USA) was added to each tube and incubated at room temperature for 3 minutes 
followed by centrifugation at 12,000 g for 15 minutes at 4°C. Non-opaque supernatants were 
collected and 500 µl of isopropanol (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) was added for 
RNA precipitation and incubated 10 minutes at room temperature followed by centrifugation 
at 12,000 g for 10 minutes at 4°C. Pellets were washed in 1 ml 75% ethanol followed by a 
7,500 g centrifugation step at 4°C for 5 minutes before being re-dissolved in 100 µl of DEPC 
water and incubated at 55°C for 10 minutes.  
RNA concentration was determined by absorbance at A260. We used 1 µg of RNA for 
subsequent experiments. cDNA was synthesized using an oligo(dT)12-18 primer (Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA), dNTPs mix at 10 µM each (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), 
SuperScript III buffer with DTT, RNaseOUT and SuperScript III (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). Quantitative PCR was performed for actin, prepro-ET-1, ECE1a, ETA receptor, ETB 
receptor and IL-33 by monitoring in real time the fluorescence increase of the SYBR Green 
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with the Perfecta SYBR Green SuperMix, low ROX (Quanta Biosciences, Gaithersburg, 
MD, USA) using the MX3000P Multiplex Quantitative PCR System (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, USA). Primers (IDT, Coralville, IA, USA) were used at final concentration 
of 300 nM per primer and sequences were designed as follows:  
 
preproET-1 F : 5’- GCA CAA CCG AGC ACA TTG -3’ 
preproET-1 R : 5’- CCA GCC AGC ATG GAG AGT -3’ 
ECE1a F : 5’- GCG GGG TC CTT CTT CCT GGG GAA -3’ 
ECE1a R : 5’- CTG CAG GGA AGA AGC CAG GAG GGG -3’ 
ETA F : 5'- CAA CCA TTA CGC CAC AGA -3' 
ETA R : 5’- CAG GAA AGA CCC ATT GGC -3’ 
ETB F : 5’- TCA ACA CCG GAT ATA TTC ACG GGC -3’ 
ETB R : 5’- GCT CTG CTG AAG TGC TGA CTA AGA -3’   
IL-33 F : 5’- TGA GAC TCC GTT CTG GCC TC -3’ 
IL-33 R : 5’- CTC TTC ATG CTT GGT ACC CGA T -3’ 
β-actin F : 5’- GAT CAA GAT CAT TGC TCC TCC TGA GC -3’ 
β-actin R : 5’- GCA GCT CAG TAA CAG TCC GCC TAG -3’ 
 
The cycle profile was: 10 minutes at 95°C, followed by 40 cycles of denaturation for 
30 seconds at 95°C, annealing for 1 minute at 60°C, and extension for 1 minute at 72°C, 
followed by final denaturation for 1 minute at 95°C, 30 seconds at 55°C and 30 seconds at 
95°C for prepro-ET-1, ECE1a and IL-33. The annealing time for ET receptors genes was 
30 seconds at 60°C. The fluorescence was measured after each annealing period during the 
40 cycles and the complete dissociation curve was constructed between the 30 seconds period 
at 55°C and the final 30 seconds at 95°C.  
As β-actin levels were stable between healthy and immunized mice, the latter mRNA was 
used as the internal control for normalization and relative expressions of preproET-1, ECE1a, 
ETA and ETB receptors and IL-33 were calculated using the 2
-ΔΔCT method. 
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13.6.3.4 Hemodynamic studies in conscious mice 
Mice were implanted with radio telemetry transmitters (TA11PA-C10, Data Science 
International, St Paul, MN, USA). Mice were anesthetized with ketamine/xylazine 
(87/13 mg/kg intramuscular). The left common carotid artery was isolated and the catheter 
of telemetry probe was implanted into the aortic arch. The body of the transmitter was placed 
subcutaneously into the right flank of the animal. An analgesia protocol was maintained for 
24 hours after surgery with buprenorphine (0.1 mg/kg subcutaneous every 6-9 hours). A 
post-operative recovery period of seven to ten days was allowed prior to recording and 
injections.  
All mice were trained for two days to the contention cage and during two additional days 
with intracaudal vein injection of saline. Thereafter, mice were placed in contention cages 
and a first dose of ET-1 (1 fmol/kg) (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA) or 
big-ET-1 (10 or 100 fmol/kg) (Phoenix Pharmaceuticals Inc., Burlingame, CA, USA) was 
injected intravenously (i.v.) in a total volume of 100 μl. Mice were then immediately 
rehoused. After two days, a second dose of peptide (0.1 pmol/mouse for ET-1 or 0.5 or 
5 pmol/mouse for big-ET-1) was administered intrathecally (i.t.c.) by an experienced 
experimenter as previously described (Fairbanks, 2003). Briefly, mice were maintained by 
the hips between the thumb and index fingers to open the space between the L5 and L6 
vertebrae. We injected 5 µl of the agonist with 10 µl Hamilton syringes mounted with a 
30½G needle and mice were released in their own cages. Two days later, mice were 
EAE-induced for a period of 7 days prior to i.t.c. administration of the agonist followed by 
a second i.v. injection done 2 days later. Recording of hemodynamic parameters (mean 
arterial pressure (MAP), systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP) and 
heart rate (HR)) was initiated 5 minutes before the contention of the animal for the drug 
administration, to determine the basal pressure, and up to 30 minutes post agonist injections. 
Data points were recorded every 30 seconds with the acquisition software Dataquest ART 
4.33 (DSI, St Paul, MN, USA). Each mouse was administered only one agonist. All data 
were analyzed with the Dataquest ART 4.33 analysis software. Blood pressure variations (∆) 
obtained after the injection of each agonist were calculated as the difference between blood 
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pressure increases post-injection and basal pressure recorded prior to administration of each 
agent. 
13.6.3.5 Measurement of brain and lung endogenous TNF-α 
Frozen left brain hemispheres or left lung lobes were weighed and homogenized in 1 ml for 
lung tissues or 2 ml for brain tissues of ice-cold lysis buffer (Cell Signaling Technology, 
Beverly, MA, USA) supplemented with protease inhibitor cocktail (Cell Signaling 
Technology, Beverly, MA, USA) using a glass-Teflon homogenizer. Tissue lysates were 
centrifuged at 13,000 g at 4°C for 20 minutes and supernatants transferred to new tubes. 
Serum was obtained by full speed centrifugation of blood samples for 20 minutes. Serum or 
tissue homogenates TNF-α levels were determined using Mouse TNF-alpha Quantikine 
ELISA Kit (R&D systems, Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer’s 
instructions. The concentrations of TNF-α were reported in pg/ml. 
 
13.6.3.6 Peritoneal mast cells isolation 
MCs from the peritoneal cavity were isolated from healthy and EAE 1 week mice and used 
for measurement of chymase activity. Mice anesthetized with ketamine/xylazine 
(87/13 mg/kg i.m.) were injected with 5 ml of isolation buffer (PBS pH 7.4 containing 
1 mg/ml of BSA and 0.5 mg/ml of heparin) in the peritoneal cavity. The peritoneal fluids 
were collected following a 1 minute abdominal massage and centrifuged at 200 g for 
5 minutes. Pellets were suspended in 1 ml RPMI-1640 medium containing 2 mM of 
L-glutamine, 100 U/ml of penicillin and 1 mg/ml of BSA and subsequently incubated for 
1 hour at 37°C in tissue culture dishes 35 X 10 mm in order to sediment and let to adhere to 
the plastic surface of the dish the macrophages and leukocytes thus allowing a purification 
of the MCs. RPMI-1640 medium and non-adherent cells were collected and centrifuged at 
200 g for 5 minutes. Pellets were suspended in 1 ml isolation buffer and cells were counted 
according to the Moore & James method with toluidine blue (Moore and James, 1953). A 
final centrifugation was performed at 200 g for 5 minutes and pellets were suspended in PBS 
(pH 8) in a concentration of 10,000 MCs/µl and used as described below.  
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13.6.3.7 Cerebral protein extraction  
Chymase containing homogenates were first extracted from the left brain hemisphere of 
healthy or EAE 1 week mice as described (Kakizoe et al., 2001). The brain was homogenized 
in 10 volumes (vol/wt) of 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) using a glass-Teflon 
homogenizer. The homogenate was then centrifuged at 18,000 g for 30 minutes at 4°C. The 
supernatant was discarded since it contains soluble proteins which may interfere with the 
chymase activity. Those three steps were repeated twice. Following the last centrifugation, 
the pellet was suspended in 5 volumes (vol/wt) of 10 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), 
2 M KCl, and 0.1 % Triton X-100. The homogenate was agitated overnight at 4°C and 
subsequently centrifuged at 18,000 g for 30 minutes at 4°C. The resulting supernatant was 
kept as the final chymase extract and kept at -80°C until used. Protein concentrations were 
determined by the Bradford’s method with γ-globulin (Sigma-Aldrich, St-Louis, MO, USA) 
as standard.   
 
13.6.3.8 Pulmonary protein extraction 
Chymase-containing homogenates were extracted from the left lobes of the lung from 
healthy or EAE 1 week mice as previously described (Houde et al., 2013). Tissues were 
homogenized in 2 volumes (200 µl) of PBS (pH 7.4) using a glass-Teflon homogenizer. The 
homogenates were then centrifuged at 18,000 g for 20 minutes at 4°C. The resulting 
supernatants were collected and kept at -80°C until used. Protein concentrations were 
determined by the Bradford’s method with γ-globulin as standard. 
 
13.6.3.9 Measure of chymase enzymatic activity  
The brain chymase extracts were diluted to obtain a final concentration of 1 mg protein/ml 
and incubated for 20 minutes at 37°C, vortex mixed every 5 minutes, with a cathepsin G 
inhibitor I (Cayman Chemical, Ann Harbor, MI, USA) at a final concentration of 10 µM in 
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order to discriminate the chymase from cathepsin G activity. Lung chymase extracts were 
diluted to obtain a final concentration of 1 mg protein/ml and incubated for 20 minutes at 
37°C, vortex mixed every 5 minutes. These solutions or peritoneal MC extracts 
(100,000 MCs) were placed in 96-well plates. The chymase activity was determined by the 
hydrolysis rate of 10 µM of the substrate, Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC (Peptide Institute inc., 
Osaka, Japan), at 37°C. The fluorescence of the released AMC molecule was measured with 
an Infinite M1000 spectrophotometer (Tecan Group Ltd., Männerdorf, Swiss) with 
λex = 370 nm and λem = 460 nm for 15 minutes. 
 
13.6.3.10 Statistical analysis 
All data are presented as the mean ± SEM. All statistical analyses were conducted using the 
GraphPad Prism 7 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Statistical 
significance was reached when the “P” value was below 0.05 and determined using one-way 
ANOVA and multiple Student’s t test. 
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13.6.4 Results 
13.6.4.1 In vivo response to endothelin peptides in conscious mice 
We investigated the impact of mouse immunization in EAE on basal hemodynamic 
parameters. Firstly, basal blood pressure parameters, prior to EAE treatments were similar 
in WT and mMCP-4 KO mice (respectively MAP; 91.39 ± 5.27 and 92.96 ± 6.15 mmHg, 
SBP; 101.67 ± 6.19 and 102.76 ± 5.32 mmHg, DBP; 81.59 ± 6.07 and 80.39 ± 5.18 mmHg 
and HR; 659.44 ± 19.34 and 677.15 ± 14.97 beats/minute). As shown in figure 1A, the 
induction of EAE did not affect basal parameters. Figure 1B represents the typical 
time-course profile of the MAP and HR responses to an intravenous or intrathecal injection 
of ET-1 (1 fmol/kg or 0.1 pmol/mouse respectively) in healthy WT mice. In our experiments, 
we do not observe particular changement in HR after injection of big-ET-1 or ET-1. We 
suggest that this is caused be the particularly elevated basal HR in our conscious mice. 
Another possible hypothesis to explain this was the doses of agonists used which could not 
be high enough to induce an increase in HR. 
 
Figure 2A shows the maximal increase of the MAP after intravenous administration of 
big-ET-1 in conscious and unrestrained mice. Intravenous administration of big-ET-1 (10 or 
100 fmol/kg) prompted dose-dependent increases in MAP in healthy WT mice which were 
significantly potentiated in congeners one week post-EAE immunization (p < 0.01). In 
healthy mMCP-4 KO mice, we observed a significant reduction of the MAP increases when 
compared to WT congeners (p < 0.001) and no potentiation of the response to big-ET-1 
post-EAE induction. Finally, an intravenous administration of ET-1 (1 fmol/kg) prompted 
similar blood pressure responses in WT and mMCP-4 KO mice, in healthy or 1 week post 
EAE-immunization (figure 2B).  
Similarly, i.t.c. administered big-ET-1 (0.5 or 5 pmol/mouse) increased MAP in healthy WT 
mice in a dose-dependent fashion. Conversely, a decreased MAP was observed in healthy 
mMCP-4 KO mice (p < 0.05). The increases in MAP were significantly potentiated 1 week 
post-EAE in WT (p < 0.05) but not in EAE-induced mMCP-4 KO mice (figure 2C). In 
contrast, intrathecal administration of ET-1 (0.1 pmol/mouse) induced a similar blood 
pressure response in healthy and EAE-immunized WT or mMCP-4 KO mice (figure 2D). 
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Figures 2E and 2F show the time-course profile of MAP increases in response to intrathecal 
administration big-ET-1 i.t.c. (0.5 pmol/mouse) in WT or mMCP-4 KO mice, either in 
healthy conditions or 1 week post-EAE. 
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Figure 26 : Figure 1 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. 
Figure 1 : A) Effect of EAE in the pre-clinical phases on basal mean arterial pressure (MAP) 
in conscious mice. Each point corresponds to mean ± SEM of WT (n = 8) and mMCP-4 KO 
(n = 7) mice. B) Typical time course profile of MAP variation (upper panels) and HR (lower 
panels) in healthy WT mice in response to exogenous intravenous administration of ET-1 
(1 fmol/kg) (left panels) or i.t.c. administered ET-1 (0.1 pmol/mouse) (right panels). Each 
point corresponds to the mean ± SEM of average of at least 4 different experiments. 
 
126 
 
 
 
Figure 27 : Figure 2 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. 
Figure 2 : Functional activity of chymase on maximal mean arterial pressor responses in a 
conscious WT or mMCP-4 KO mouse model of EAE to exogenous A) big-ET-1 
administered systemically by intravenous injection via caudal vein, B) ET-1 administered 
i.v., C) big-ET-1 centrally administered by i.t.c. injection, D) ET-1 administered i.t.c., 
E) Time-course profile to i.t.c. administration of big-ET-1 0.5 pmol/mouse in healthy (closed 
square) or post-EAE (closed triangle) WT mice and F) Time-course profile to i.t.c. 
administered big-ET-1 (0.5 pmol/mouse) in healthy (open squares) or EAE (open triangles) 
mMCP-4 KO mice. Each bar or point represents the mean ± SEM of MAP maximal increase 
for n = 4 to 8 mice by group. * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001 compared to healthy 
WT group. 
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13.6.4.2 Enzymatic activity in peritoneal mast cells, brain and lung 
The hydrolytic activity on the fluorogenic substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC was 
measured in brain homogenates (figure 3A). We observed a linear increase of the 
fluorescence in brain extracts of healthy WT mice and to a lesser extent in EAE-induced WT 
congeners (p < 0.05 when compared to healthy WT mice). Total hydrolytic activity was also 
significantly reduced in extracts from healthy or EAE-induced mMCP-4 KO mice when 
compared to healthy WT mice (p < 0.05).   
Figure 3B shows the hydrolytic activity of the same substrate in peritoneal MCs. As with 
brain extracts, we observed a linear increase of the fluorescence in healthy WT but not 
mMCP-4 KO mice. One week post-EAE immunization the hydrolytic activity in peritoneal 
MCs derived from WT mice was abolished (p < 0.05, when compared to healthy WT mice) 
whereas no effects of EAE induction on fluorescence were seen in MCs derived from 
mMCP-4 KO mice. 
Hydrolytic activities were also measured in lung extracts (figure 3C). The maximal 
fluorescence, detected 15 minutes after initiation of the reaction, was not significantly 
different between homogenates derived from the two WT groups (healthy or EAE). In 
contrast, a significant decrease in maximal fluorescence was seen in extracts from healthy 
mMCP-4 KO mice vs. WT congeners (p < 0.05), with no influence of EAE on the hydrolytic 
activity in lung extracts from the KO strain. 
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Figure 28 : Figure 3 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. 
Figure 3 : Chymotrypsin-like activity measured ex vivo from healthy and 1 week post-EAE 
WT and mMCP-4 KO mice as increased fluorescence after substrate 
Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-AMC cleavage in A) brain homogenates, B) peritoneal mast cells and 
C) lung homogenates. Each point represents mean ± SEM of n = 6 to 9 independent 
experiments realized in duplicate. * p < 0.05 compared to healthy WT mice.  
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13.6.4.3 Relative mRNA expression of endothelinergic system components 
Figure 4A shows the relative expression of cerebral and pulmonary prepro-ET-1 in WT and 
mMCP-4 KO mice. Lungs and brain mRNA were extracted from healthy or 1 week 
post-EAE mice and quantified using the 2-ΔΔCT calculation method and β-actin as the 
housekeeping gene. The levels of prepro-ET-1 mRNA in the brain did not differ among the 
four groups of mice studied. In pulmonary extracts, although no difference in the expression 
of prepro-ET-1 mRNA was detected in WT mice 1 week post-EAE immunization, an 
increase in prepro-ET-1 mRNA levels was found in healthy mMCP-4 KO mice when 
compared to WT congeners (p < 0.05). Prepro-ET-1 mRNA levels were further increased 
one week post-EAE immunisation in the KO congeners (p < 0.001 compared to healthy WT 
mice: p < 0.001 compared to healthy mMCP-4 KO mice). 
We also measured the cerebral and pulmonary expression of endothelin converting enzyme 
1a (ECE1a) with no differences measured in WT or mMCP-4 KO either healthy or post-EAE 
immunization (brain: healthy WT; 1.00  ± 0.36, WT EAE; 1.17 ± 0.41, healthy mMCP-4 KO; 
1.24 ± 0.23, mMCP-4 KO EAE; 1.64 ± 0.54, lungs: healthy WT; 1.00 ± 0.58, WT EAE; 0.76 
± 0.38, healthy mMCP-4 KO; 0.93 ± 0.70 and mMCP-4 KO EAE; 0.79 ± 0.61) (data not 
shown). 
We also evaluated the mRNA expression of the ETA or ETB receptors in lung and brain 
extracts. In the brain, we did not observe any change in the expression of these two receptors 
(ETA : healthy WT; 1.00 ± 0.36, WT EAE; 1.28 ± 0.44, healthy mMCP-4 KO; 1.18 ± 0.28, 
mMCP-4 KO EAE; 1.07 ± 0.46, ETB : healthy WT; 1.00 ± 0.07, WT EAE; 1.09 ± 0.12, 
healthy mMCP-4 KO; 1.01 ± 0.06, mMCP-4 KO EAE; 1.02 ± 0.17). Furthermore, no 
significant differences were found in the pulmonary expression of ET-1 receptors between 
WT and mMCP-4 KO mice, nor between these two groups after EAE immunization (ETA : 
healthy WT; 1.00 ± 0.60, WT EAE; 1.04 ± 1.25, healthy mMCP-4 KO; 1.34 ± 0.34, 
mMCP-4 KO EAE; 1.55 ± 0.71, ETB : healthy WT; 1.00 ± 0.50, WT EAE; 1.62 ± 1.10, 
healthy mMCP-4 KO; 1.20 ± 0.45, mMCP-4 KO EAE; 1.74 ± 0.60) (data not shown). 
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13.6.4.4 Relative mRNA expression of IL-33 
We also investigated if EAE has an impact on mRNA levels of IL-33. As seen in figure 4B, 
no significant differences were found in cerebral IL-33 mRNA levels in WT 
EAE-immunized group or in mMCP-4 KO mice when compared to baseline levels in healthy 
WT mice. In contrast, an increased expression of IL-33 mRNA in the lung was measured in 
healthy mMCP-4 KO (p < 0.01) as well as in mMCP-4 KO one week post-EAE when 
compared with baseline levels in healthy WT mice (p < 0.001). Notably, we observed a 
greater expression of IL-33 in the healthy WT brain compared to healthy WT lungs (3167 
fold) (data not shown).  
  
131 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 : Figure 4 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. 
Figure 4 : mRNA relative expression from healthy (closed bars) and after 1 week EAE 
immunization (open bars) mice in brain extracts (left panels) or lung extracts (right panels) 
for A) the prepro-ET-1 gene or B) the IL-33 gene. Each bar represents the mean ± SEM of 
n = 6 to 12 separate experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 compared to healthy 
WT mice and +++ p < 0.001 compared to healthy mMCP-4 KO mice. 
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13.6.4.5 Quantification of TNF-α level  
TNF-α in brain or lung tissue homogenates from healthy WT or mMCP-4 KO mice was 
undetectable by ELISA (data not shown). TNF-α was also non-detectable in serum from 
healthy WT mice (figure 5). Finally, although low serum levels of TNF-α were measured in 
WT mice 1 week post-EAE and healthy mMCP-4 KO congeners (5.96 ± 4.69 and 
3.65 ± 3.11 pg/ml respectively) a four-fold increase of TNF-α was observed in serum 
samples of mMCP-4 KO 1 week post-EAE immunization vs. healthy mMCP-4 KO 
congeners (21.21 ± 7.82 pg/ml (p < 0.05)).   
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Figure 30 : Figure 5 de Desbiens et al. JPET/2018/256016. 
Figure 5 : Quantification of serum TNF-α in healthy (closed bars) and 1 week after EAE 
immunization (open bars) of WT or mMCP-4 KO mice. Each bar represents the mean ± SEM 
of WT (n = 6) and mMCP-4 KO (n = 11 or 12) mice. + p < 0.05 comparing EAE to healthy 
mMCP-4 KO mice. 
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13.6.5 Discussion 
In the present study, we are showing that both systemic and intrathecal administration of 
big-ET-1 and ET-1 trigger a sustained increase in blood pressure with little effect on the 
heart rate in conscious mice. In addition, EAE selectively potentiates the pressor response to 
the precursor big-ET-1 in a mMCP-4-sensitive fashion and prompts MC degranulation and 
loss of chymase activity in the brain but not in the lungs. Finally, at very early stages of EAE, 
increases in the expression of IL-33 and of serum levels of TNF-α were detected in the 
periphery but not in the CNS of mMCP-4 KO mice only. 
 
These results suggest that mMCP-4 driven events prompted by EAE occur within and outside 
the CNS in the mouse model. Previous studies demonstrated that EAE, actively induced in 
C57Bl/6 mice with MOG35-55, was associated with perivascular inflammation, activation of 
T cells, CD4+ and mononuclear cells and subsequent axonal demyelination leading to 
progressive/ascending hind limb paralysis (Miller et al., 2007). Relevant to the present study, 
Odoardi et al. were the first to demonstrate that, in MS, transiently airway-residing T cells 
reprogram their gene expression and alter their surface expression of adhesion molecules 
responsible for subsequent migration in cerebral blood vessels (Odoardi et al., 2012). Based 
on the observations of Odoardi et al., it can be expected that EAE could have a significant 
impact on non-CNS inflammatory processes.  
 
Since it is established that mMCP-4 is involved in the production of ET-1 from big-ET-1 
in vitro and in vivo (Fecteau et al., 2005; Simard et al., 2009; Houde et al., 2013; Semaan et 
al., 2015), we investigated the influence of EAE on the acute activity of this particular 
enzyme, both centrally and in the periphery. We have previously reported that mMCP-4 is 
responsible for 50% of the pulmonary content of ET-1 (Houde et al., 2013). Furthermore, 
we also reported a reduction in clinical signs and brain levels of ET-1 in mMCP-4 KO mice 
subjected to EAE, suggesting a role for this protease in the early phases of the 
neurodegenerative disease (Desbiens et al., 2016). 
Interestingly, EAE triggered an increase in mMCP-4 activity in the CNS as well as in the 
periphery since the dose-dependent responses to big-ET-1, but not to ET-1, administered 
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i.t.c. or i.v., triggered significant increases of mean arterial pressure in conscious wild type 
but not mMCP-4 KO mice. To our knowledge, this is the first study comparing the central 
vs. systemic pressor properties of vasoactive peptides in conscious mice. As previously 
shown in the rat model (Poulat et al., 1994), ganglionic-blockade with pentolinium 
significantly reduced basal mean arterial blood pressure and heart rate, but did not alter the 
pressor responses to ET-1 (data not shown) a possible indication that the blood pressure and 
heart rate were maintained by vagal reflex through sympathetic nervous system.  
Although the characterization of central ET receptors has previously been reported in EAE 
mice. Antagonists were not used in the present study since the expression of these receptors 
was not affected in our model and the pressor responses to ET-1 (administered centrally or 
intravenously) were not affected under any of the conditions tested. 
 
It is also of interest that mRNA levels for the prepro-ET-1 but not for any other components 
of the ET pathway, were enhanced in the lungs but not the cerebral tissues of EAE mice 
knocked out for the mMCP-4 gene. In line with these findings, we have previously shown 
that repression of the chymase gene abolished the increase of brain immunoreactive ET-1 
one week post-EAE (Desbiens et al., 2016). In addition, mMCP-4 KO mice show reduced 
basal levels of the same peptide in the lungs (Houde et al., 2013), suggesting that the 
increased expression of the precursor of ET-1 reflects a compensatory mechanism for the 
alternate production of ET-1 in pro-inflammatory conditions in the respiratory tract. 
 
We have previously shown that MCs of murine or human origin release hydrolytically active 
chymase generating the intermediate ET-1 (1-31) from its precursor big-ET-1 (Semaan et 
al., 2015). It is, therefore, of interest that EAE prompts release of mMCP-4 from peritoneal 
MCs and in the brain but not in lung. These results support a role for MC-derived chymase 
both centrally and in the periphery in the MS mouse model. The absence of chymase-specific 
hydrolysis in lungs suggests that EAE-prompted differentiation of T cells in the airways has 
little impact on MC-derived mMCP-4 in the pulmonary system. Thus, the source of big-ET-1 
hydrolysis to ET-1 in the systemic circulation may be found elsewhere than in resident MCs 
located in the airways. Our results thus suggest that the inflammatory process triggered by 
EAE enhances mMCP-4-like activity in the compartments more involved in the control of 
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vascular resistance, rather than pulmonary vessels. Notwithstanding the absence of 
detectable chymase activity post-EAE, it is of interest to note an enhanced expression of 
IL-33 mRNA in lungs derived from mMCP-4 KO mice when compared to WT congeners; a 
phenomenon further enhanced by EAE in our study. To our knowledge, there are not reported 
evidence of a direct effect of this particular chymase isoform on the expression of IL-33. 
However, it was shown in a previous study that IL-33 protein is a preferred substrate for 
mMCP-4 proteolytic activity (Waern et al., 2013). 
Among several other cytokines, TNF-α upregulates the expression of IL-33 via ERK and 
p38 pathways in primary nasal epithelial cells and A549 cells (Park et al., 2016) and via 
PI3K and JNK pathways in nasal fibroblasts (Nomura et al., 2012), leading in both cases to 
activation of NF-κB (Nomura et al., 2012; Park et al., 2016). In addition, TNF-α is a substrate 
for the chymase mMCP-4 (Piliponsky et al., 2012). Interestingly, TNF-α was increased 
significantly in serum derived from mMCP-4 KO vs. WT mice subjected to EAE. We 
suggest that the latter cytokine is involved in the increased expression of IL-33. This 
mechanism, in conditions of EAE, appears to be limited to the respiratory tract as opposed 
to the CNS.  
 
One limitation of the present study is that direct monitoring of mature IL-33 (Waern et al., 
2013) has not be evaluated and nor the capacity of mMCP-4 to cleave this cytokine to a 
shorter form with 10 to 30 more potent activity vs. the nuclear form (Lefrancais et al., 2012; 
Lefrancais et al., 2014; Roy et al., 2014). It should be noted, however, that the role of IL-33 
in EAE remains ambiguous, with some studies showing beneficial effects whereas other 
studies have demonstrated deleterious effects depending on the strains of mice used as well 
as the types of treatment including the route of administration, the doses used or the timing 
of the treatment (Jiang et al., 2012; Li et al., 2012; Milovanovic et al., 2012; Chen et al., 
2015; Allan et al., 2016). In addition, the direct impact of anti-TNF-α blockers on the 
expression of IL-33 in EAE mice was not assessed. Considering however, that TNF-α 
blockers have recently been counter-indicated in MS patients due to the demyelination 
properties of these molecules (van Oosten et al., 1996; MSStudyGroup et al., 1999; Probert, 
2015), the present study provides mechanistic insights as to why TNF-α should be left intact 
in this particular neurodegenerative disease. 
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We have previously reported a significant role for mMCP-4 in EAE (Desbiens et al., 2016). 
Results from the present study now suggest that mMCP-4 dependent hydrolysis of vasoactive 
and neurogenic peptides such as ETs is enhanced in the periphery and the CNS at least in 
this murine model of MS. If our results in the mouse model are translatable to the human 
disease, chymase inhibitors may be useful to reduce neurogenic decay as well as overall 
systemic inflammation in these patients.   
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14. DISCUSSION 
14.1 Résumé des principaux résultats 
Essentiellement, les deux études présentées dans cette thèse suggèrent que la délétion 
génétique de la mMCP-4 chez la souris permet de retarder l’apparition des premiers 
symptômes cliniques de l’EAE. On observe, chez ces souris, un niveau de myéline basal 
supérieur à celui des souris de type sauvage qui demeure plus élevé 1 semaine post-EAE et 
une activation microgliale et astrogliale moindre dans la matière grise à 2 semaines 
post-immunisation. De plus, durant la phase préclinique, c’est-à-dire à la première semaine 
suivant l’immunisation des souris en EAE, on observe une élévation des niveaux 
d’expression de l’ARNm de la mMCP-4 chez les souris de type sauvage qui s’accompagne 
d’une augmentation des niveaux d’ET-1 immunoréactive et d’une augmentation de l’activité 
fonctionnelle de la chymase in vivo chez la souris consciente. Ces augmentations ne sont pas 
observées chez les souris mMCP-4 KO. Par contre, il a été possible de mesurer une quantité 
relative plus importante de l’expression de l’ARNm pulmonaire de la prépro-ET-1 et de 
l’IL-33 chez les souris mMCP-4 KO, alors que ces niveaux d’expression demeurent stables 
dans le cerveau et chez les souris de type sauvage. 
 
14.2 Validation de l’hypothèse principale 
Nous avions posé comme hypothèse de travail que la chymase mMCP-4 joue un rôle 
délétère dans le développement de la pathologie dans le modèle de souris de SEP. En effet 
comme mentionné précédemment, la délétion génique de la mMCP-4 chez la souris permet 
de retarder l’apparition des premiers signes cliniques de l’EAE s’accompagnant d’effets 
protecteurs sur la myéline et une réduction de l’astrogliose et de la microgliose normalement 
observées dans ce modèle animal. De même, les résultats obtenus par l’administration 
exogène de big-ET-1 chez les souris conscientes nous ont permis de voir que l’activité 
chymase était plus importante suite à l’induction de l’EAE. 
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14.3 Originalité de cette étude 
Les travaux réalisés pour cette thèse se distinguent de ce que l’on trouve dans la littérature 
par le fait d’abord que nous avons utilisé un modèle de souris pour lequel une seule enzyme 
mastocytaire a été supprimée plutôt que la totalité du type cellulaire. Des résultats 
contradictoires ont pu être obtenus chez les différents modèles de souris dont les mastocytes 
ont été délétés. Comme mentionné dans l’introduction, il n’existe pas de pathologie reconnue 
chez l’Homme pour laquelle nous observons une disparition complète d’un type cellulaire 
comme les mastocytes (Ribatti, 2015). De ce fait, les résultats présentés dans la présente 
étude deviennent plus facilement transposables à une situation clinique. De plus, les 
mastocytes contiennent une pléthore de médiateurs préformés, la délétion mastocytaire ne 
nous permet pas de cibler le rôle spécifique des uns par rapport aux autres dans une condition 
pathologique complexe comme l’EAE. D’autant plus que d’autres études ont rapporté un 
rôle et une augmentation de l’expression de certains médiateurs, comme l’histamine et la 
tryptase, en SEP (Rozniecki, et al., 1995; Theoharides, et al., 2007; Kallweit, et al., 2013). 
Notre modèle de souris mMCP-4 KO nous permet de voir l’effet spécifique d’une seule 
enzyme mastocytaire sur la pathophysiologie.  
Ensuite l’utilisation d’une technique nous permettant d’étudier les paramètres 
hémodynamiques des souris conscientes, et complètement libres de mouvement, combinée 
à la possibilité de faire des administrations centrales d’agents vasoactifs sans chirurgie ni 
anesthésie chez ces souris est relativement nouveau. Ainsi la radio-télémétrie nous permet 
de suivre sur une période plus ou moins longue, selon le modèle de conception de l’étude, 
les paramètres hémodynamiques des souris conscientes. On sait que la plupart des agents 
anesthésiants ont des effets cardio-dépresseurs plus ou moins importants (Bazin, et al., 2004; 
Janssen, et al., 2004). De plus, les anesthésiques peuvent avoir un impact direct de par leur 
mécanisme d’action. Nous pouvons prendre l’exemple du mélange de kétamine/xylazine 
régulièrement employé en recherche préclinique pour rendre plus tangible l’idée exprimée 
ici. La kétamine est un antagoniste des récepteurs NMDA (Anis, et al., 1983) et la xylazine 
est un agoniste α-adrénergique (Bazin, et al., 2004). L’inhibition ou l’activation de ces 
récepteurs pourrait avoir des interactions croisées ou des effets antagonistes ou synergiques 
imprévus ou inconnus avec d’autres systèmes réceptoriels à l’étude. Ainsi l’utilisation de la 
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radio-télémétrie nous permet de limiter ces effets non-désirés qu’implique l’utilisation 
d’agents anesthésiques tout en nous permettant d’étudier les effets hémodynamiques dans un 
système complètement fonctionnel. Nous avons d’ailleurs réalisé une étude comparative de 
la réponse pressive à l’ET-1 chez la souris de type C57Bl/6 consciente, par la technique de 
radio-télémétrie, et anesthésiée. Comme on peut le voir sur le graphique des résultats 
supplémentaires inclus à l’annexe 2, nous avons obtenu un décalage vers la gauche de la 
courbe dose-réponse des souris conscientes par rapport à celle des souris anesthésiées, soit 6 
unités logarithmiques. Ainsi les doses effectrices médianes (ED50) calculées à partir de ces 
courbes doses-réponses sont donc de 1.19 ± 0.694 fmol/kg chez les souris conscientes et de 
1.20 ± 0.059 nmol/kg chez les souris anesthésiées. On a pu constater que le profil 
temps-réponse chez les souris conscientes ressemble à ce que nous obtenons avec une dose 
équipotente chez les souris anesthésiées, soit une élévation rapide de la pression artérielle 
qui se maintien dans le temps (résultats non présentés). Nous avons donc basé notre choix 
de doses d’ET-1 et de son précurseur, la big-ET-1, à administrer par voie veineuse dans la 
seconde étude de cette thèse à partir de ce constat et de ce que nous avions utilisé dans une 
précédente étude (Semaan, et al., 2015). Quant au choix des doses à administrer par voie 
centrale, n’ayant pas, à notre connaissance, d’études de référence chez la souris, nous nous 
sommes basés sur les doses que Poulat et al. ont administrées chez le rat tout en considérant 
les effets toxiques de l’ET-1 rapportés dans cette étude (Poulat, et al., 1994). Par ailleurs, au 
cours de la seconde étude faisant partie intégrante de cette thèse, les doses d’ET-1 ou de 
big-ET-1 employées n’ont pas provoqué d’effets toxiques suite à l’administration centrale 
ou systémique des peptides chez les souris conscientes instrumentées en radio-télémétrie. 
Comme il s’agit, à notre connaissance, de la première étude de ce type chez la souris, nous 
sommes les premiers à rapporter cette observation. Toutefois, l’utilisation de faibles doses 
avec une échelle très limitée ne nous permet pas de déterminer si des doses plus importantes 
d’ET-1 ou de son précurseur pourraient provoquer une toxicité chez la souris.  
D’autre part, l’implantation de ce type d’appareil de mesure nous permet d’effectuer des 
expérimentations sur un nombre plus petit de souris. La radio-télémétrie permet également 
d’évaluer les changements qui s’opèrent chez une souris suivant l’enclenchement d’une 
pathologie telle l’EAE en étant son propre contrôle par rapport à son état sain. De même, 
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l’injection centrale sans implantation de cathéters permet de réduire les risques d’infection 
et de complications post-chirurgicales chez nos souris. De plus cette technique d’injection 
nous permet d’administrer nos peptides à plusieurs reprises sur une période plus ou moins 
longue. Cette façon de procéder à l’administration intrathécale nous permet également 
d’étudier les effets centraux sur le système cardiovasculaire de peptides qui ne possèdent pas 
les propriétés physico-chimiques leur permettant de traverser la BHE, comme c’est le cas 
pour l’ET-1. Nous pouvons ainsi comparer les effets cardiovasculaires attribués à notre 
peptide d’intérêt dans les deux compartiments, soit le SNC et le système systémique. Ce qui 
nous a également permis d’évaluer l’activité fonctionnelle d’une enzyme dans un modèle 
pathologique neuro-inflammatoire auto-immun. Des études précédentes ont d’ailleurs 
montré que des évènements importants pour le développement de la pathologie à l’étude 
dans cet ouvrage se produisaient autant en périphérie qu’au niveau central. Selon la recension 
de la littérature réalisée dans le cadre de la préparation de cette thèse, c’est la première fois 
que l’administration d’un agoniste au niveau central à des fins d’étude de la réponse 
cardiovasculaire a été réalisée chez la souris. 
 
14.4 Effets de la délétion génétique de la mMCP-4 dans le développement de l’EAE 
Des études ont montré que les médiateurs préformés contenus dans les granules de 
sécrétion de mastocytes ont diverses implications dans la physiopathologie de la SEP. 
L’histamine possède des effets vasodilatateurs, angiogéniques, mitogéniques et suppresseurs 
de l’activation des cellules T (Theoharides, et al., 2007). Dans la SEP, les patients ont des 
niveaux 60% plus élevés d’histamine dans le liquide céphalo-rachidien que les individus non 
affectés par la maladie (Kallweit, et al., 2013). La relâche d’histamine par les mastocytes 
contribue au changement de la perméabilité de la BHE (Lu, et al., 2010), induit le roulement 
et l’adhésion des leucocytes (Bebo, et al., 1996), stimule l’activation microgliale et inhibe la 
chimiotaxie et la phagocytose des cellules microgliales (Dong, et al., 2014a; Iida, et al., 
2015; Cacabelos, et al., 2016). L’enzyme mastocytaire tryptase a aussi été montrée 
augmentée dans le sérum, le liquide céphalo-rachidien et les tissus des patients SEP 
(Rozniecki, et al., 1995). La chymase possède de nombreux substrats susceptibles 
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d’influencer le cours de la pathologie, comme des constituants des jonctions serrées de la 
BHE (Pejler, et al., 2007), des enzymes ayant un effet sur la matrice extracellulaire comme 
la MMP-9 (Tchougounova, et al., 2005), des cytokines comme le TNF-α (Piliponsky, et al., 
2012) et l’IL-33, pour laquelle l’action de la chymase permet une relâche extracellulaire sous 
une forme pleinement active et dont le rôle dans la SEP/EAE dépend de la phase 
pathologique à l’étude (De la Fuente, et al., 2015; Martin et Martin, 2016; Travers, et al., 
2018) et la big-ET-1. Dans notre modèle d’EAE, la délétion génétique de la mMCP-4 
supporte l’importance de cette enzyme en phase préclinique de l’EAE, c’est-à-dire avant 
l’apparition des premiers symptômes de la maladie. Selon nos résultats, la chymase semble 
être impliquée dans le pic d’ET-1 que l’on observe chez les souris de type sauvage une 
semaine après l’induction de l’EAE, moment pour lequel on mesure une augmentation de 
l’activité fonctionnelle de la mMCP-4 chez la souris consciente.  
 
14.5 Effets périphériques versus centraux 
Dans une série de résultats que nous n’avons pas présentés dans les deux articles faisant 
partie intégrante de cette thèse, mais qui se retrouve à l’annexe 3, nous avons tenté de recréer 
l’effet du KO de la mMCP-4 par l’utilisation d’un inhibiteur spécifique des chymases, le 
TY-51469, administré par voie systémique (intrapéritonéale) et par voie centrale 
(intrathécale). Malheureusement, le traitement n’a pas produit les effets escomptés puisque 
nous n’avons pas observé de différences dans le développement des scores cliniques chez les 
souris traitées par rapport à celles ayant reçu le véhicule. Séquentiellement, nous avons 
d’abord procédé au traitement par voie i.p. et nous avions supposé que l’échec du traitement 
était attribuable aux propriétés physico-chimiques de la molécule qui ne lui permettaient pas 
de traverser la BHE, même si des évidences ont montré que l’intégrité de celle-ci est 
compromise dans le modèle de souris d’EAE (D'Haeseleer, et al., 2011) et que les mastocytes 
retrouvés au niveau systémique peuvent influer sur le cours du développement de l’EAE 
chez des souris déplétées en mastocytes dont seule les populations de cellules mastocytaires 
au niveau périphérique ont été restaurées par transfert de mastocytes dérivés de la moelle 
osseuse (bone marrow-derived mast cells : BMMCs) (Tanzola, et al., 2003). Nous nous 
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sommes donc intéressés à l’effet du traitement avec le TY-51469 administré directement au 
niveau central par injection intrathécale. Ce traitement n’a pas non plus donné les résultats 
escomptés puisqu’il n’y a pas eu de différence dans les signes cliniques observés chez les 
souris traitées. Malgré tout, nous avons analysé l’impact des dommages myéliniques dans 
les moelles épinières lombaires par coloration au luxol fast blue et nous avons constaté que 
le traitement central permettait d’obtenir une plus grande coloration spécifique de la myéline, 
mais non le traitement par voie systémique. Ce résultat nous fait supposer que, contrairement 
à Tanzola et ses collègues (2013) avec son modèle déplété en mastocytes, l’activité de la 
chymase mastocytaire a de l’importance directement au niveau central. Par contre, les 
résultats obtenus avec l’administration de la big-ET-1 exogène chez la souris consciente nous 
montrent que l’augmentation de l’activité chymase fonctionnelle post-EAE n’est pas 
exclusive au SNC puisque nous mesurons une potentialisation de la réponse à la big-ET-1 
administrée par voie veineuse au niveau périphérique. De plus, les seuls changements 
d’expression génique que nous avons mesurés dans la seconde étude de cette thèse ont été 
pour les gènes de la prépro-ET-1 et de l’IL-33 au niveau pulmonaire uniquement. Une étude 
récente a montré que, dans un modèle de rat d’EAE, les cellules T transférées par injection 
intraveineuse résidaient de façon transitoire au niveau du tissu pulmonaire (Odoardi, et al., 
2012). Ces cellules subissent alors des modifications dans leur schéma transcriptionnel en 
régulant à la baisse leurs programmes de prolifération et d’activation immunitaire et à la 
hausse les programmes responsables de la motilité et de l’adhésion cellulaire. Ainsi, ces 
cellules T deviennent plus réactives vis-à-vis les stimuli chimioattractants que l’on retrouve 
en phase préclinique de leur modèle d’EAE et ont une capacité augmentée à transgresser les 
barrières endothéliales comme la BHE au niveau du SNC avant même que celle-ci subisse 
des dommages compromettant son intégrité et la rendant plus perméable. Puis peu avant 
l’apparition des premiers symptômes cliniques, ces cellules T envahissent le SNC avant d’y 
être réactivées et d’y produire les évènements physiopathologiques reconnus (Odoardi, et 
al., 2012). Les phénomènes décrits par Odoardie et al. pourraient être une piste mécanistique 
pour expliquer l’impact protecteur de la délétion génique de la mMCP-4 que l’on retrouve 
en phase préclinique de notre modèle d’EAE chez la souris et l’impact des changements 
d’expression génique de l’IL-33 et de la prépro-ET-1 pulmonaire observés dans la seconde 
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étude. Toutefois, de plus amples expérimentations pour explorer cette hypothèse devront être 
poursuivies.   
 
14.6 Rôle de l’IL-33 dans notre modèle 
Il est connu que l’IL-33 permet une polarisation des macrophages vers un type M2, de 
même que pour les cellules microgliales dans le SNC (Kurowska-Stolarska, et al., 2009). 
Aussi l’IL-33 facilite la différentiation des cellules Th2 et Treg qui sont deux types 
cellulaires bénéfiques dans la SEP/EAE (Jiang, et al., 2012; Milovanovic, et al., 2012; Chen, 
et al., 2015; Peine, et al., 2016; Xiao, et al., 2018). Chez nos souris mMCP-4 KO saines, on 
observe une plus grande expression de l’IL-33 pulmonaire et une augmentation de cette 
expression 1 semaine post-EAE. Dans le même temps, on voit un retard dans l’apparition 
des premiers signes cliniques, lorsque comparé avec les souris de type sauvage et également 
une plus grande quantité de myéline au niveau des moelles épinières lombaires quantifiées 
par coloration au luxol fast blue. Des résultats non présentés dans le second article nous ont 
également permis de montrer que l’expression de l’IL-33 chez les souris mMCP-4 KO 
soumises à l’EAE pour 2 semaines diminuait à un niveau semblable à ce que l’on retrouve 
chez les souris de type sauvage. Cette diminution se produit à un moment où les scores 
cliniques des souris génétiquement réprimées commencent à « rattraper » les souris de type 
sauvage, comme on peut voir dans la figure 1 du premier papier. Cette diminution concorde 
également avec le moment où nous n’observons plus de différences dans les quantités de 
myéline au niveau des moelles épinières lombaires quantifiées par histologie à l’aide du luxol 
fast blue (figures 5 et 6 du papier publié dans Mediators of Inflammation en 2016). Ce qui 
pourrait démontrer un rôle périphérique des mastocytes, et plus particulièrement de la 
mMCP-4, dans le modèle murin d’EAE en ce qui a trait à la mobilisation des cellules T à la 
reconnaissance de la myéline dans les organes lymphoïdes secondaires tout comme l’avait 
montré Tanzola et al. (Tanzola, et al., 2003). 
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14.7 Rôle du TNF-α dans notre modèle 
De nombreuses cytokines, la plupart pro-inflammatoires, ont été montrées dans 
l’étiologie de la SEP ainsi que ses différents modèles animaux regroupés sous l’appellation 
EAE (Palle, et al., 2017). Parmi celles-ci on retrouve le TNF-α. Pourtant l’utilisation de 
bloqueurs de TNF-α dans le traitement de la SEP s’est avérée délétère (van Oosten, et al., 
1996; MSStudyGroup, et al., 1999; Titelbaum, et al., 2005; Alnasser Alsukhni, et al., 2016). 
Des hypothèses pour expliquer l’échec de ce traitement ont été posées, dont les différentes 
voies de signalisation activées par le récepteur TNFR2 qui mènent à des évènements 
cellulaires bénéfiques dans le cas de la SEP comme la remyélinisation et la survie neuronale 
tel que discuté en introduction de cette thèse (Kalliolias et Ivashkiv, 2016). Une nouvelle 
hypothèse que l’on pourrait poser serait l’augmentation de l’expression d’une autre cytokine, 
l’IL-33, par des voies de signalisation impliquant des MAPK et le NF-κB (Nomura, et al., 
2012; Balato, et al., 2014; Park, et al., 2016). Comme vu dans l’introduction et dans la section 
précédente, l’IL-33 a aussi été montrée pour avoir des rôles bénéfiques dans la 
physiopathologie, dont la polarisation des cellules microgliales vers un type M2 et la 
différentiation des cellules T pour augmenter la balance des cellules T vers des types 
Th2/Treg qui se trouvent être protecteurs dans la SEP contrairement aux cellules T de types 
Th1/Th17. Il s’est avéré que nous avons pu mesurer le TNF-α sérique dans les groupes de 
souris ayant montré des niveaux d’expression d’ARNm de l’IL-33 plus élevés, soit chez les 
souris mMCP-4 KO. Par ailleurs, cette enzyme a été récemment montrée pour dégrader le 
TNF-α (Piliponsky, et al., 2012), ainsi la délétion génétique de la mMCP-4 dans notre 
modèle peut expliquer que nous sommes en mesure de quantifier du TNF-α chez nos souris 
KO saines, mais pas chez nos souris de type sauvages. Puis dans une situation inflammatoire 
comme l’EAE, les niveaux de TNF-α sont augmentés, ainsi donc nous sommes en mesure 
de quantifier cette cytokine au niveau sérique chez les souris de type sauvage, mais de façon 
encore plus marquée chez nos souris mMCP-4 KO soumise à l’EAE.        
Ainsi notre hypothèse mécanistique pour expliquer l’effet protecteur de la délétion 
génique de la mMCP-4 serait que chez ces souris, il se produit moins de dégradation du 
TNF-α. Ainsi, cette cytokine peut agir sur son récepteur TNFR2 pour mener à des 
évènements cellulaires bénéfiques au moment de l’immunisation des souris EAE, mais 
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également agir directement sur l’expression de l’IL-33 qui peut elle aussi mener à des 
évènements bénéfiques et retarder l’apparition des signes pathologiques chez nos souris 
mMCP-4 KO. 
 
14.8 Comparatif des souris EAE délestées en mastocytes versus mMCP-4 KO 
14.8.1 Avantages du KO 
Les souris délestées en mastocytes de façon dépendante de l’expression de c-kit 
présentent toutes de nombreuses autres anomalies génétiques puisque ce récepteur n’est pas 
spécifique aux mastocytes alors qu’il est exprimé également par d’autres types cellulaires 
(Yu, et al., 2015). Aussi la repopulation en mastocytes par l’administration de BMMC 
différencié par une culture avec de l’IL-3 et du stem cell factor (SCF) ne conduit pas à une 
distribution normale de mastocytes, fort probablement parce que la différentiation et la 
migration des cellules progénitrices nécessitent une induction par différents facteurs selon le 
tissu à coloniser (Tanzola, et al., 2003). Les souris mMCP-4 KO ne démontrent aucune autre 
anomalie que la perte de l’activité de type chymotrypsine dans les mastocytes de type CTMC 
(Tchougounova, et al., 2003). De plus, les mastocytes contiennent beaucoup de médiateurs 
préformés dans leurs granules et en produisent de novo plusieurs autres; il est donc difficile 
d’attribuer spécifiquement un effet observé à l’un d’eux en particulier en employant un 
modèle de souris déplétée en mastocytes. Alors que l’utilisation de souris KO pour une 
enzyme spécifique permet d’identifier le rôle spécifique de cette enzyme dans la pathologie. 
Finalement tel que présenté dans l’introduction de cette thèse, il n’y a pas de situation 
pathologique chez l’Homme pour laquelle tout un type cellulaire comme les mastocytes est 
absent. Ainsi il est extrêmement difficile de transposer les résultats issus d’études réalisées 
grâce à un modèle animal dont tout un type cellulaire a été délesté. Il existe par contre des 
mutations génétiques responsables d’un dysfonctionnement enzymatique qui mène au 
développement de pathologies neurodégénératives comme la superoxyde dismutase 1 
(SOD1) dans la sclérose latérale amyotrophique (Kaur, et al., 2016). Certaines mutations 
génétiques augmentent la susceptibilité de certains patients à développer la SEP (Sawcer, et 
al., 2014). De plus la mutation génétique d’une enzyme se rapproche un peu plus de l’effet 
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de l’utilisation d’un inhibiteur en clinique. Par ailleurs, contrairement à l’Homme, la souris 
exprime plusieurs chymases dans les granules de sécrétion des mastocytes dont les mMCP-1, 
-2, -4 et -5 et les inhibiteurs de chymases ne sont pas spécifiques pour la chymase mMCP-4 
qui se trouve être l’homologue murin de la chymase humaine en termes de localisation 
tissulaire et d’activité enzymatique (Tchougounova, et al., 2003; Wu, et al., 2005; 
Andersson, et al., 2008). 
14.8.2 Limitation de la répression monogénique de la mMCP-4  
L’une des limites de la délétion génétique d’une enzyme contenue dans les granules de 
sécrétion des mastocytes est l’impact que cela peut avoir sur l’ensemble du contenu 
granulaire. En effet des études ont montré que certaines mutations génétiques pouvaient 
entraîner des changements phénotypiques cellulaires, par exemple la délétion de la 
carboxypeptidase provoque une perte de la capacité des mastocytes à emmagasiner la 
mMCP-5 (Feyerabend, et al., 2005; Pejler, et al., 2007). De même une mutation pour 
l’enzyme histidine décarboxylase mène à la perte de l’expression de l’histamine dans les 
mastocytes (Ohtsu, et al., 2001; Pejler, et al., 2007) et une réduction de la serglycine dans 
les granules, ce faisant les mastocytes CTMC ne parviennent plus à emmagasiner les 
mMCP-4, -5, -6 et la carboxypeptidase A puisqu’il leur manque un constituant fort important 
dans le balancement des charges de leurs granules (Pejler, et al., 2007). Ainsi il peut se 
produire des adaptations phénotypiques chez les souris subissant des mutations génétiques 
complètent d’un gène comme dans notre modèle mMCP-4. À notre connaissance toutefois, 
le KO de la mMCP-4 n’a pas montré d’autres phénotypes particuliers que la perte de 
l’activité de type chymotrypsine des mastocytes de type CTMC (Tchougounova, et al., 
2005). 
14.9 Avantages de mesurer l’activité chymase-dépendante chez la souris consciente saine 
et en EAE 
Dans le second article présenté dans cette thèse, nous avons utilisé une approche par 
radio-télémétrie chez la souris consciente afin de mesurer l’activité fonctionnelle de la 
chymase dans notre modèle d’EAE. Le premier avantage de cette technique est la dose 
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d’agoniste à utiliser chez les souris conscientes pour obtenir une variation de la pression 
artérielle. En effet, nous avons déjà montré, dans un article paru en 2015, que la dose de 
big-ET-1 à administrer chez un animal conscient afin d’induire une réponse pressive 
équipotente à ce que nous avions précédemment obtenu chez la souris anesthésiée était 
beaucoup plus faible, soit dans l’ordre du picomolaire chez la souris consciente et dans 
l’ordre du nanomolaire chez la souris anesthésiée (Simard, et al., 2009; Houde, et al., 2013; 
Semaan, et al., 2015). Comme l’ET-1 peut induire des effets toxiques (Maurer, et al., 2004; 
Simard, et al., 2009), l’utilisation de doses plus faibles et se rapprochant des concentrations 
physiologiques permet de limiter les effets indésirables. De plus, la radio-télémétrie nous 
permet de mesurer, sur une même souris, l’évolution des paramètres hémodynamiques 
pendant plusieurs jours sans que celle-ci subisse une quelconque limitation dans ses 
mouvements. Ainsi nous avons pu évaluer l’incidence de la pathologie à l’étude, soit l’EAE, 
sur les paramètres hémodynamiques basaux des souris. De plus, cette approche nous a 
également permis de mesurer la contribution de la mMCP-4 dans les variations 
hémodynamiques induites par l’administration exogène du précurseur de l’ET-1 et d’évaluer 
les changements de l’activité chymase qui s’opèrent suite à l’induction de l’EAE chez ces 
mêmes souris. Finalement, la technique d’administration par voie intrathécale, combinée à 
la radio-télémétrie, nous a permis d’étudier la contribution du SNA dans la réponse 
hémodynamique de l’ET-1. Puisque ce peptide et son précurseur, la big-ET-1, ne traversent 
pas la BHE (Mima, et al., 1989; Kadel, et al., 1990; Rubanyi et Polokoff, 1994) nous pouvons 
conclure que les variations de pression artérielle enregistrées après l’injection de l’agoniste 
au niveau central sont produites par un effet du peptide sur le SNA responsable du contrôle 
de la résistance périphérique et de la fonction cardiaque. Ce type d’étude avait été fait dans 
les années 1990 chez le rat conscient, mais à notre connaissance il s’agit de la première étude 
de ce genre chez la souris. 
14.10 Limites de la présente étude 
Tel que mentionné précédemment, nous n’avons pas été en mesure de « recréer », à l’aide 
d’un inhibiteur pharmacologique chez nos souris de type sauvage, l’effet protecteur obtenu 
avec les souris mMCP-4 KO. Les résultats avec le luxol fast blue nous ont toutefois permis 
de démontrer que le TY-51469 administré directement au niveau central pouvait avoir un 
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impact sur la myéline spinale. Cette avenue thérapeutique pourrait être à reconsidérer suite 
à une optimisation du protocole de traitements ou de la molécule pharmacologique.  
Présentement, nous avons évalué le rôle de la chymase dans l’EAE en tant que modèle 
neurodégénératif impliquant le système immunitaire dans des conditions inflammatoires. Il 
est toutefois connu que les mastocytes, de même que la chymase, sont très important dans 
l’inflammation (Caughey, 2011; Dong, et al., 2014b). Il serait pertinent de voir si les effets 
protecteurs du KO de la mMCP-4 mesurés dans ces études sont attribuables uniquement à 
l’inflammation par l’utilisation d’un modèle d’immunisation par adjuvant seul ou si l’activité 
chymase influe sur l’auto-immunité. Une importante limite concernant les deux études 
présentées dans cette thèse est que nous n’avons pas déterminé le profil des cellules 
immunitaires dans nos souris KO, autant à l’état saine que suite à l’induction de l’EAE. Une 
étude par cytométrie en flux nous aurait permis de voir s’il y a un changement dans le profil 
d'expression des cellules T bénéfiques versus délétères dans notre modèle (Th1/Th17 par 
rapport aux Th2/Treg). 
De plus, certains des substrats de la chymase sont des composantes de la BHE (Pejler, et 
al., 2007) et cette pathologie se caractérise par une altération de la BHE laissant donc 
pénétrer dans le SNC des constituants de la périphérie, comme les cellules T auto-réactives, 
pour lesquelles normalement elle est imperméable. Malgré la présence de nombreux 
substrats de chymase dans la BHE, nous n’avons pas évalué la perméabilité de cette dernière 
dans nos souris mMCP-4 KO soumises à l’EAE. Nous aurions également pu voir le profil 
des différentes protéines constituant les jonctions serrées par spectrométrie de masse ou par 
immunobuvardage de type western, afin d’étudier l’activité (ou pas) de la chymase sur ces 
protéines.  
Pour le moment, nous avons regardé les niveaux d’expression uniquement de l’ARNm 
pour la chymase, les composantes du système endothélinergique et l’IL-33. Toutefois, il faut 
garder en tête que la variation de l’expression de l’ARNm ne signifie pas forcément que la 
protéine sera surexprimée. De plus l’expression de l’ARNm de l’IL-33 ne fournit pas 
d’informations concernant la forme de la protéine, à savoir de forme liée au noyau ou libre. 
Aussi il est intéressant de constater une augmentation de l’expression de l’IL-33 chez les 
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souris mMCP-4 KO qui présentent un décalage dans l’apparition des premiers symptômes 
par rapport aux souris de type sauvage, ce qui pourrait hypothétiquement être un des 
mécanismes expliquant la protection chez nos souris génétiquement modifiées. Tel que 
mentionné dans l’introduction de cette thèse, le récepteur ST2, en particulier sous forme libre 
sST2, est impliqué dans le contrôle de l’activité de cette cytokine. Les niveaux d’expression 
du récepteur ST2 membranaire ont aussi été mesurés à la hausse dans le SNC des patients 
atteints de SEP (Allan, et al., 2016; Zandee, et al., 2017). Nous n’avons toutefois pas fait de 
mesures de l’expression de ce récepteur au cours de nos expérimentations. L’axe IL-33/ST2 
mériterait sans doute des études plus approfondies dans notre modèle animal étant donné que 
nous avons mesuré des variations particulièrement importantes chez nos souris mMCP-4 KO 
mais pas chez les souris de type sauvage pour l’ARNm de l’IL-33 et que les résultats parus 
dans la littérature concernant cet axe dans l’EAE sont contradictoires (Jiang, et al., 2012; Li, 
et al., 2012a; Milovanovic, et al., 2012; Chen, et al., 2015; Allan, et al., 2016; Xiao, et al., 
2018).  
De plus, bien que nous ayons mesuré une réduction de l’astrogliose et de la microgliose 
en plus d’un niveau de myéline spinale plus élevé chez nos souris mMCP-4 KO, nous ne 
nous sommes pas intéressés aux dommages neuronaux, c’est-à-dire à l’intégrité des axones 
et des corps cellulaires des neurones. Bien que les effets bénéfiques observés chez les souris 
mMCP-4 KO sont particulièrement importants en phase précoce de la pathologie, il pourrait 
être intéressant de voir ce qui se produit dans une situation à plus long terme, par exemple 
au moment où l’on observe une neuro-dégénération. Nous aurions donc pu mesurer 
l’intégrité neuronale par immunohistochimie contre la neuronal nuclear protein (NeuN) un 
marqueur des corps cellulaires neuronaux et contre les neurofilaments (NF) un marqueur 
structurel des axones (Mullen, et al., 1992; Meller, et al., 1993; Trapp, et al., 1998; 
Korzhevskii, et al., 2009; Verdiev, et al., 2009; Gusel'nikova et Korzhevskiy, 2015). 
Finalement, l’étude sur la contribution du SNA dans la réponse pressive suivant 
l’administration intrathécale de big-ET-1 et d’ET-1 dans notre modèle aurait pu être 
confirmée par l’utilisation d’un antagoniste des récepteurs adrénergiques comme la 
phentolamine ou le prazosin. Comme mentionné dans l’introduction, une grande partie du 
contrôle autonomique de la pression artérielle est imputable au système sympathique dont le 
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neurotransmetteur est la noradrénaline. Aussi, notre étude ayant été réalisée chez des souris 
femelles, il serait intéressant de voir si le contrôle autonomique est moindre dans notre 
modèle puisque l’œstrogène réduit la vasoconstriction dépendante des récepteurs 
α-adrénergiques chez l’Homme (Freedman, et al., 1987; Barnes, 2017) et que la réponse 
centrale à l’ET-1 chez le rat s’accompagne d’une élévation des niveaux sériques de 
catécholamines (Ouchi, et al., 1989; Macrae, et al., 1991). L’utilisation unique de femelles 
dans les études de cette thèse peut être considérée comme une limitation. En effet, la SEP 
n’est pas une pathologie affectant uniquement les femmes. Aussi, le cycle menstruel des 
femelles peut, à certains égards, poser problème lors d’études animales. Toutefois dans le 
cas de l’EAE chez les souris de souche C57Bl/6, il n’y a pas de différences significatives 
entre les mâles et les femelles (Okuda, et al., 2002; Papenfuss, et al., 2004). Il est toutefois 
plus prudent d’utiliser le même genre pour l’ensemble de l’étude. Aussi, il est plus pratique 
d’employer les femelles puisque celles-ci présentent moins de problèmes d’agressivité entre 
elles et ne nécessitent pas d’être seule dans leur cage. Aussi, certains mâles peuvent présenter 
des prolapses péniens lorsque la maladie est plus avancée, ce qui n’est pas un problème chez 
les femelles. Par ailleurs, en fonction des études sur la chymase chez la souris mâle 
précédemment effectuées dans le laboratoire, nous aurions probablement observé des 
résultats similaires chez des souris mâles, bien de que cette hypothèse doit être confirmée.  
 
  
 
 
15. CONCLUSIONS GÉNÉRALES 
La chymase mastocytaire, mMCP-4, semble être impliquée dans la physiopathologie de 
l’EAE chez la souris, plus particulièrement en phase préclinique du développement de la 
maladie. L’augmentation de l’activité fonctionnelle de cette enzyme, que nous avons 
mesurée chez la souris consciente, semble indiquer que la chymase est impliquée dans les 
processus centraux et périphériques se produisant lors de l’initiation de la pathologie. Un 
schéma récapitulatif des observations présentées dans cette thèse se trouve à la Figure 31. 
De plus, les mécanismes protecteurs périphériques que nous avons mesurés chez nos souris 
mMCP-4 KO semblent avoir un lien avec l’axe IL-33/ST2, mais de plus amples 
expérimentations devront être effectuées afin de confirmer ou infirmer ces postulats 
mécanistiques. 
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Figure 31 : Schéma récapitulatif de la thèse. La section A) 
représente une souris de type sauvage en conditions saines où 
l’on observe une activité chymase basale permettant une 
partie de la production d’ET-1 à partie de la big-ET-1 et une 
organisation cellulaire basale. La section B) illustre une souris 
de type sauvage suivant l’immunisation en EAE par 
l’utilisation d’une émulsion de MOG35-55 et de CFA en 
combinaison avec l’administration de PTX. Suite à cette 
immunisation on trouve une augmentation de l’astrogliose et 
de la microgliose. De plus les mastocytes relâchent leur 
contenu granulaire, on mesure alors plus de chymase et plus 
d’ET-1. Nous n’avons pas observé de différences 
d’expression de l’ARNm de l’IL-33 chez ce type de souris, 
mais la littérature nous permet de poser d’hypothèse que nous 
devrions trouver une augmentation de niveau de la protéine ou 
de son récepteur. Par ailleurs, nous prévoyons effectuer ces 
dosages sous peu dans le but de répondre à certains 
commentaires reçus à ce propos par le journal. De plus, bien 
que non présenté dans ce schéma, nous observons une plus 
grande vasoconstriction des vaisseaux de résistance chez les 
souris conscientes en réponse à l’administration, tant en 
périphérie qu’au niveau central, de big-ET-1 suggérant une 
plus grande activité chymase suite à l’immunisation des souris 
en EAE.
 
 
16. PERSPECTIVES 
Il serait intéressant d’optimiser le traitement au TY-51469 administré par voie centrale, 
ou d’optimiser les propriétés physico-chimiques de la molécule afin de la rendre perméable 
à la BHE, afin de reproduire, à l’aide d’un inhibiteur pharmacologique, les résultats que nous 
avons observés chez nos souris mMCP-4 KO. Nous suggérons que l’utilisation d’une 
molécule inhibitrice pouvant traverser la BHE serait une meilleure avenue puisque des rôles 
potentiels ont été ciblés en périphérie et au niveau central dans notre modèle animal. De plus, 
le KO de la mMCP-4 n’est pas conditionnel. Ainsi tous les tissus sont exempts de cette 
enzyme chez nos souris. Ainsi pour un outil pharmacologique, cibler autant les mécanismes 
physiopathologiques se produisant au niveau systémique et central serait possiblement plus 
approprié dans cette pathologie où il semble se produire des évènements importants dans les 
deux compartiments. À plus long terme pour une utilisation clinique thérapeutique, une 
administration d’une molécule par voie systémique est nettement plus avantageuse qu’une 
administration directe dans le SNC.  
D’autre part, les résultats de quantification relative de l’ARNm de l’IL-33 semblent être 
prometteurs pour expliquer un rôle périphérique de la chymase mMCP-4 dans l’EAE. 
Toutefois, l’administration exogène de son récepteur ST2, et plus particulièrement sous sa 
forme soluble sST2, a été montrée comme étant bénéfique dans un modèle animal d’une 
pathologie auto-immune inflammatoire, l’arthrite rhumatoïde (Leung, et al., 2004). Ainsi, 
l’étude plus approfondie de ce récepteur dans l’EAE pourrait mener à une nouvelle cible 
thérapeutique dans le futur.  
Finalement, les deux études présentées dans cette thèse nous ont permis de montrer un 
rôle fonctionnel au niveau central et au niveau périphérique de la chymase dans la phase 
développementale de l’EAE. Nous n’avons toutefois pas été en mesure de montrer un 
mécanisme par lequel la mMCP-4 influence l’enclenchement de la pathologie chez la souris. 
Certaines hypothèses peuvent être posées, par exemple via la maturation de l’ET-1, la 
modification de la perméabilité de la BHE, la modification du profil de cytokines comme par 
maturation d’une forme libre plus active de l’IL-33 menant à des sous-populations de 
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cellules T dont la balance penche vers une neuro-protection ou directement en influençant 
l’inflammation ou les mécanismes de re-myélinisation.       
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19. ANNEXE 1 
 
Figure 32 : Schématisation des scores cliniques utilisés pour l'évaluation de la progression 
de l’EAE chez les souris.  
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20. ANNEXE 2 
Mise en contexte :  
 Dans une série d’expérimentations réalisées dans le cadre d’un autre projet dont 
l’article est en préparation, nous avons réalisé une étude comparative des courbes 
doses-réponses de l’ET-1 chez les souris conscientes et les souris anesthésiées à la 
kétamine/xylazine. 
 
Méthodologie supplémentaire :  
 Dans un premier temps, les souris destinées au groupe d’animaux conscients ont été 
instrumentées en radio-télémétrie tel que décrit dans la sous-section 12.6.3.4 Hemodynamic 
studies in conscious mice de la méthodologie de l’article n°2. Brièvement les souris ont été 
anesthésiées afin d’implanter le cathéter de la puce de télémétrie au niveau de la crosse 
aortique et le corps de celle-ci dans une poche sous-cutanée (voir la Figure 33 pour une 
représentation schématique de l’implantation de l’appareil de radio-télémétrie chez la 
souris). Suite à la période de récupération post-chirurgicale, les souris ont été entrainées à 
être placées dans une cage de contention deux jours avant le début des enregistrements. Les 
deux jours suivants, les souris ont été entraînées à recevoir une injection intraveineuse au 
niveau de la veine de la queue à l’aide d’une injection de 100 µl de saline 0.9%. Finalement, 
les souris ont reçu une première dose d’ET-1 et une seconde dose après deux jours de repos. 
Les souris étaient immédiatement relâchées dans leur cage suite à l’injection intraveineuse. 
Quant à la partie de l’étude sur les souris anesthésiées, celles-ci étaient anesthésiées avec la 
kétamine/xylazine (dose charge : 87/13 mg/kg, dose de maintien au besoin : 29/4 mg/kg). 
L’artère carotide était canulée à l’aide d’un tube de polyéthylène 10 (PE10) afin de procéder 
aux enregistrements des paramètres hémodynamiques et la veine caudale était canulée avec 
une aiguille 30G½ montée en papillon avec un tube PE10 afin de procéder aux injections 
intraveineuses de notre agoniste. Suite à la procédure chirurgicale, un temps de 15 minutes 
était alloué aux souris afin de permettre une stabilisation des paramètres hémodynamiques 
avant de procéder à l’administration de notre peptide. Chaque souris anesthésiée n’a reçu 
qu’une seule dose d’ET-1 contenue dans un volume de 100 µl de saline 0.9%.  
L’ET-1 (Tocris Biosciences, Ellisville, MO, États-Unis) a été diluée dans du tampon 
phosphate (PBS) pH = 7.4, sauf pour la dilution finale réalisée dans la saline 0.9%, afin 
d’administrer aux animaux conscients des doses entre 0.00001 et 100 fmol/kg et des doses 
de 0.01 à 1 nmol/kg aux souris anesthésiées.   
Les enregistrements des paramètres hémodynamiques chez les souris instrumentées en 
radio-télémétrie ont été réalisés à l’aide du logiciel d’acquisition Dataquest ART 4.33 (DSI, 
St Paul, MN, États-Unis). Ces enregistrements ont été commencés 5 minutes avant la 
contention des animaux pour procéder à l’injection intraveineuse du peptide afin de 
déterminer les paramètres basaux de chaque animal et ont été poursuivis pour une période 
de 30 minutes suivant l’injection de l’agoniste.  
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Les enregistrements des paramètres hémodynamiques chez les souris anesthésiées ont été 
réalisés à l’aide du logiciel DMSI-400 (Digi-Med System Integrator, Louisville, KY, 
États-Unis). Les enregistrements ont été commencés dès la fin de la procédure chirurgicale 
et ont été poursuivis jusqu’à l’euthanasie de la souris, soit environ 30 minutes après 
l’injection intracaudale du peptide.  
Les variations maximales de la pression artérielle moyenne (PAM) en réponse à 
l’administration intraveineuse exogène d’ET-1 ont été calculées en effectuant, pour chaque 
intervalle de 30 secondes, la différence entre la pression sanguine et les paramètres basaux 
mesurés avant l’administration de l’agoniste.  
Les doses effectrices médianes (ED50) ont été calculées en ligne avec le logiciel 
Biodatafit 1.02 (http://www.changbioscience.com/stat/ec50.html; Chang Bioscience Inc., 
Castro Valley, CA, États-Unis), à partir des courbes doses-réponses. 
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Figure 33 : Représentation de l’implantation chirurgicale d’une puce TA11PA-C10 dans la 
crosse aortique d’une souris.  
(Source : Data Sciences International) 
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Résultats supplémentaires :  
 Le profil de réponse à l’administration exogène d’ET-1 chez la souris consciente est 
similaire à celui que l’on observe chez la souris anesthésiée. Ainsi l’administration 
intraveineuse d’une dose moyenne d’ET-1 chez la souris consciente (1 fmol/kg) ou chez la 
souris anesthésiée (0.5 nmol/kg) induit une augmentation équipotente de la pression artérielle 
moyenne stable dans le temps (résultats non présentés). Les augmentations de pression 
artérielle moyenne se produisent de façon dose-dépendante tant chez les souris conscientes 
que celles anesthésiées (Figure 34A). Toutefois, on observe un déplacement important, soit 
6 unités logarithmiques, vers la gauche de la courbe dose-réponse réalisée chez les souris 
conscientes par rapport à la courbe obtenue avec les souris anesthésiées. Ainsi les ED50 
calculées sont respectivement de 1.19 ± 0.694 fmol/kg et de 1.20 ± 0.059 nmol/kg. 
L’administration exogène d’ET-1 ne provoque pas d’effets particuliers sur le rythme 
cardiaque dans notre modèle (Figure 34B).  
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Figure 34 : Effets cardiovasculaires de l'administration de doses croissantes exogènes d'ET-1 
chez les souris conscientes (cercles fermés) et chez les souris anesthésiées (carrés ouverts). 
A) Courbe dose-réponse de la PAM suite à l’administration intraveineuse d’ET-1, B) Courbe 
dose-dépendante de la FC en réponse à l’injection i.v. d’ET-1. Chaque point correspond à la 
moyenne ± SEM d’un minimum de 5 expériences indépendantes. 
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21. ANNEXE 3 
Méthodologie supplémentaire :  
 Dans une première série d’expérimentations, nous avons traité des souris de type 
sauvage (WT) avec un inhibiteur des chymases, le TY-51469 (voir la Figure 35 pour une 
représentation de la molécule), ou son véhicule, soit du NaOH 0.025 M dans du PBS 
pH = 7.4, par voie intrapéritonéale à une dose de 10 mg/kg deux fois par jour (bid) en 
commençant deux jours avant l’immunisation en EAE, tel que décrit dans la section 
méthodologie des articles présentés dans cette thèse. Le traitement a ensuite été poursuivi 
tous les jours pendant 3 semaines post-EAE. Dans une seconde série d’expérimentations, 
nous avons procédé à l’administration centrale, par voie intrathécale, de notre inhibiteur des 
chymases. Un premier groupe de souris (n = 2) a reçu une dose charge de de TY-51469 de 
7.5 mg/souris au jour -6, c’est-à-dire 6 jours avant l’immunisation des souris en EAE et une 
dose de 1 mg/souris de l’inhibiteur au jour -3. Un deuxième groupe de souris (n = 4) a reçu 
une première dose de 1 mg/souris au jour -3. Un troisième groupe de souris (n = 4) a reçu le 
véhicule du TY-51469 au jour -3. Puis le jour de l’immunisation en EAE et tous les trois 
jours par la suite les souris ont reçu soit 1 mg/souris de TY-51469, soit le véhicule, pour une 
durée totale de 3 semaines post-EAE.  
Toutes les souris traitées ont été suivies pour évaluer l’évolution des scores cliniques 
pour toute la durée du traitement. Après 3 semaines, les souris ont été anesthésiées par 
injection intrapéritonéale d’avertine et euthanasiées par ponction sanguine intracardiaque 
avant que les organes centraux soient prélevés. Les moelles épinières lombaires ont été 
plongées dans la formaline puis paraffinées et coupées en sections de 5 µm et mises sur 
lames. Les tissus ont ensuite été déparaffinés et colorés au luxol fast blue pour une 
quantification myélinique post-traitement, tel que décrit dans les sections 
11.6.3.3 Histopathology, 11.6.3.4 Histology stains et 11.6.3.4.1 Luxol fast blue (myelin) de 
l’article 1 dans cette thèse. 
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Figure 35 : Représentation moléculaire du TY-51469 et identification de ses fonctions 
physico-chimiques.  
Les cercles bleus montrent les donneurs de ponts hydrogènes. Les cercles roses montrent les 
accepteurs de ponts hydrogènes. Le carré orange met en évidence le poids moléculaire. Le 
carré mauve met en évidence le coefficient de partage octanol/eau. Ces quatre particularités 
représentent les règles de Lipinski dans la détermination des propriétés pharmacologiques 
d’une molécule. Les cercles orange montrent les liens rotatifs du TY-51469 et le rectangle 
rouge met en évidence la surface polaire de la molécule qui sont, tous deux, des déterminants 
de la biodisponibilité selon les règles de Veber.  
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Résultats supplémentaires : 
 La Figure 36 présente les résultats concernant le traitement intrapéritonéal des souris 
de type sauvage avec le TY-51469. Comme on peut le constater en A) et en B), l’inhibiteur, 
administré par voie systémique, n’a pas eu d’incidence sur le développement de l’EAE, ni 
sur la survenue des évènements pathologiques puisque les moyennes des scores cliniques du 
groupe ayant reçu l’inhibiteur sont les mêmes que ceux du groupe traité avec le véhicule. De 
plus, la coloration histologique des moelles épinières lombaires, à l’aide du luxol fast blue, 
nous a permis de voir que le TY-51469 administré en périphérie n’avait pas d’effet protecteur 
sur la dégradation de la myéline après 3 semaines d’EAE. En effet, les pourcentages de 
coloration spécifique, montrés en D), sont les mêmes pour les groupes véhicule et TY-51469. 
De plus, ces niveaux de myéline à 3 semaines post-EAE correspondent à ceux montrés dans 
l’article 1, publié en 2016, pour le même temps post-immunisation chez les souris de type 
sauvage, soit un peu moins de 20%. Nous en avons donc conclu que notre inhibiteur ne 
possédait pas les propriétés physico-chimiques lui permettant de traverser la barrière 
hémato-encéphalique et que dans notre modèle la chymase se retrouvant au niveau central 
avait des effets délétères dans le développement de l’EAE chez la souris. 
 La Figure 37 montre les résultats obtenus suite aux traitements au TY-51469 ou son 
véhicule par voie intrathécale chez les souris de type sauvage. Tout comme avec le traitement 
systémique, l’administration centrale de l’inhibiteur, selon le protocole et le dosage utilisés 
dans cette partie expérimentale, n’a pas d’incidence sur l’évolution et la survenue des 
évènements pathologiques. En effet, tel que l’on observe dans les graphiques en A) et en B), 
la moyenne des scores cliniques, de même que la sommation après 1, 2 et 3 semaines 
post-immunisation, sont les mêmes dans nos deux groupes expérimentaux. Toutefois, 
l’administration spinale du TY-51469 a permis d’obtenir une protection myélinique suivant 
l’immunisation en EAE. En effet, l’histologie des moelles épinières lombaires nous a permis 
d’observer un pourcentage de coloration spécifique à la myéline plus important dans les 
groupes traités au TY-51469 par rapport aux moelles épinières des souris ayant reçu 
seulement le véhicule. Encore une fois, chez les souris traitées au véhicule, les pourcentages 
de myéline s’apparentent à ce que l’on avait montré en 2016 chez les souris de type sauvage, 
soit un peu moins de 20%. Alors que le traitement central avec le TY-41569 nous permet 
d’obtenir des pourcentages de myéline similaires à ce que l’on observait chez les souris 
mMCP-4 KO à 3 semaines post-EAE, soit entre 20 et 25%. Ces résultats nous permettent de 
poser l’hypothèse que l’inhibition de la chymase au niveau central pourrait permettre de 
ralentir la dégradation de la myéline en situation pathologique.  
Toutefois, ce type de traitement devrait être optimisé. D’abord car la dose charge 
initiale administrée par voie centrale a provoqué une réaction comportementale ressemblant 
à de la douleur (« rolling » et grattage) et s’est avérée létale chez certaines de nos souris. De 
plus, il serait préférable d’optimiser la molécule afin d’améliorer ses propriétés 
physico-chimiques afin de la rendre perméable à la barrière hémato-encéphalique et même 
de la rendre biodisponible pour un traitement per os qui facilite beaucoup l’administration et 
l’utilisation potentielle au niveau clinique si les résultats s’avéraient concluants. 
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Figure 36 : Effet d'un traitement avec un inhibiteur des chymases, le TY-51469, administré 
par voie intrapéritonéale à raison d’une dose de 10 mg/kg deux fois par jour chez la souris 
de type sauvage 
A) sur les scores cliniques moyens observés quotidiennement, B) sur la somme des scores 
cliniques après 1, 2 et 3 semaines de traitement, C) sur l’histologie de la myéline des moelles 
épinières lombaires après 3 semaines de traitement et D) quantification des histologies de la 
coloration au luxol fast blue. Chaque point et bande en A) et B) représente la moyenne ± SEM 
pour n = 7 ou 10 souris. Chaque bande en D) représente la moyenne ± SEM pour n = 4 
analysé en triplicata.  
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Figure 37 : Effet d'un traitement avec un inhibiteur des chymases, le TY-51469, administré 
par voie intrathécale à raison d’une dose de 1 mg/souris à tous les trois jours chez la souris 
de type sauvage 
A) sur les scores cliniques moyens observés quotidiennement, B) sur la somme des scores 
cliniques après 1, 2 et 3 semaines de traitement, C) sur l’histologie de la myéline des moelles 
épinières lombaires après 3 semaines de traitement et D) quantification des histologies de la 
coloration au luxol fast blue. Chaque point et bande en A) et B) représente la moyenne ± SEM 
pour n = 4 ou 6 souris. Chaque bande en D) représente la moyenne ± SEM pour n = 2 ou 4 
analysé en triplicata. ** p < 0.01 et *** p < 0.001.   
